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1 Einleitung 
Im Mai 2011 erreichte die Zahl, der bei Chemical Abstracts Service (CAS) registrierten 
Chemikalien die Marke von 60 Millionen, von denen sich ca. 100.000 im Gebrauch 
befinden. Die Produktionsmengen, sowie die Zahl von neu synthetisierten Produkten 
steigen dabei kontinuierlich an. Verbindungen, die anthropogenen Ursprungs sind und 
nicht in natürlichen Stoffkreisläufen vorkommen, werden als Xenobiotika (griechisch: 
dem Leben fremde Stoffe) bezeichnet. Diese Verbindungen werden teilweise 
beabsichtigt, wie z.B. als Pflanzenschutzmittel, aber auch unbeabsichtigt, wie z.B. 
Arzneimittel, in die Umwelt eingetragen. Der ungewollte Eintrag von Xenobiotika erfolgt 
meist passiv durch Emissionen, Abfall oder Abwasser. Über das Verhalten und Schicksal 
vieler dieser Verbindungen in den verschiedenen Kompartimenten Atmosphäre, 
Hydrosphäre und Lithosphäre liegen allerdings kaum Informationen vor. Hierzu 
gehören z.B. deren Ausbreitung in der Umwelt, Persistenz sowie Ab- und Umbau. Das 
Langzeitverhalten wird hierbei maßgeblich von den spezifischen Stoffeigenschaften und 
den Wechselwirkungen mit dem Medium beeinflusst und muss für jede Verbindung 
entsprechend untersucht werden. So kann es zu einer Anreicherung der 
Ausgangssubstanzen oder deren Abbauprodukten im entsprechenden Medium oder in 
den Organismen kommen. Die in dieser Arbeit untersuchten Xenobiotika gehören zu den 
Veterinärantibiotika, die über die Ausscheidungsprodukte der Tiere in die Umwelt 
gelangen können. Bei den hier verwendeten Antibiotika handelt es sich um Sulfadiazin, 
welches der Gruppe der Sulfonamide angehört und Difloxacin, aus der Gruppe der 
Fluoroquinolone. 
Der Pedosphäre (Boden), als Trennschicht zwischen Atmosphäre und Lithosphäre, 
kommt hier eine besondere Rolle zu und steht im Fokus dieser Arbeit.  
 
1.1 Boden & gebundene Rückstände 
Schon früh wurde die Bedeutung des Bodens als Voraussetzung für das Leben und 
dessen Qualität erkannt und spiegelt sich im Bundes-Bodenschutzgesetz (BBodSchG) 
wieder. Als Boden bezeichnet man im Allgemeinen den obersten, meist belebten Teil der 
Erdkruste, welcher von Luft, Wasser und Lebewesen durchsetzt ist. 
Im Kreislauf der Natur und im Dienste des Menschen erfüllt der Boden viele 
verschiedene Funktionen. Seine ökologische Funktion besitzt er als Lebensraum für viele 
Organismen und Lebensgrundlage für Pflanzen, Tiere und Menschen. Daneben ist Boden 
ein effizientes Filter-, Puffer- und Speichersystem. In ihm finden Ab- und 
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Umbauprozesse von Streu- und Abfallsubstanzen, sowie Freisetzung und Bindung von 
Nährstoffen und Bioelementen in zahlreichen Stoffkreisläufen statt. 
Neben den ökologischen besitzt Boden auch sozioökonomische Funktionen. Er ist 
Fläche für Siedlung, Produktion und Verkehr und dient dem Menschen als 
Produktionsgrundlage für Nahrungs- und Futtermittel sowie pflanzliche Rohstoffe. 
Hinzu kommen seine Ressourcen an Bodenschätzen und Energiequellen. 
Eine andere grundlegende Eigenschaft des Bodens ist die intensive Durchdringung der 
drei Phasen Bodenlösung (flüssige Phase), Bodenluft (gasförmige Phase) und 
Bodenmatrix (feste Phase), die sich im Boden zeitlich und örtlich überlagern [Gisi, 1997]. 
Im Rahmen der Risikobewertung von Xenobiotika in der Umwelt, speziell 
bezüglich des Kompartiments Boden, spielen die Puffer-, Filter- und Speicherfunktionen 
des Bodens eine wichtige Rolle. Diese Funktionen unterscheiden sich bei 
unterschiedlichen Bodentypen und hängen von ihren physikalischen, chemischen und 
biologischen Eigenschaften ab. Zu diesen Eigenschaften zählen vor allem die Textur und 
Struktur, der Luft- und Wasserhaushalt, der Säuregrad (pH) und das Redoxpotential, die 
Sorptionseigenschaften und der Nährstoffgehalt, der Humusgehalt und die Aktivität der 
Bodenlebewesen. Durch diese Eigenschaften wird das Schicksal der in den Boden 
gelangenden (Fremd-) Stoffe maßgeblich beeinflusst. 
 
 
Abbildung 1.1: Schicksal von organischen Verbindungen im Boden. Nach Barraclough et 
al. 2005. 
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Abbildung 1.1 zeigt allgemein das Schicksal von organischen Verbindungen im Boden 
und die Prozesse, die hierbei eine Rolle spielen. Von Mikroorganismen können sie 
vielfach als Energie- oder Kohlenstoff- und Stickstoffquelle genutzt werden. Dabei 
können sie metabolisiert und mineralisiert werden. Zwischen der Ausgangssubstanz und 
den Metaboliten kann es zu Interaktionen mit der Bodenmatrix kommen. Hier spielen 
Sorptions- und Desorptionsprozesse eine wichtige Rolle. Hierbei kann es zu der Bildung 
von nicht-extrahierbaren Rückständen oder aber auch zu einer Remobilisation 
gebundener Verbindungen kommen. Dem organischen Material im Boden kommt als 
Reaktionspartner eine bedeutende Rolle bei. Im Allgemeinen nimmt die Extrahierbarkeit 
der Ausgangsverbindungen mit der Zeit ab, was vielfach auf eine stärkere Bindung oder 
einen stärkeren Einschluss zurückzuführen ist [Alexander, 2000]. 
 
Das System Boden stellt somit eine Senke für Xenobiotika dar und dient zeitgleich als 
Standort für Nutzpflanzen. Hierdurch ist es von besonderem Interesse das Verhalten und 
Schicksal von Xenobiotika im Boden zu untersuchen, um Aussagen und Abschätzungen 
hinsichtlich potentieller Gefahren, wie Auswaschung und Resistenzbildung treffen zu 
können. 
 
1.1.1 Bodenmatrix 
Im Allgemeinen besteht der Boden bezogen auf das Gesamtvolumen zu gleichen Teilen 
aus Matrix und Porenraum (20-50 % Bodenlösung, 0-30 % Bodenluft). Die Bodenmatrix 
stellt das Anheftungssubstrat für Bodenorganismen und (Fremd-) Stoffe dar und wird in 
einen anorganischen Mineralkörper (ca. 93 %) und einen organischen Humuskörper 
gegliedert (ca. 7 %).  
Die mineralische Fraktion setzt sich aus primären (petrogenen) Mineralien des 
Muttergesteins und aus neuen pedogenen Mineralien zusammen. Seine 
Zusammensetzung hängt stark von dem Ausgangsgestein ab und besteht überwiegend 
aus Quarz, Glimmer, Carbonaten, Tonmineralen und Eisenoxiden. Daneben zählen 
Kationen (K+, Ca2+, Mg2+) und Anionen (Nitrat, Phosphat) zu der anorganischen 
Fraktion. 
Die organische Fraktion setzt sich aus der Biomasse (15%, lebende organische 
Substanz) und der Nekromasse oder Humus (85%, totes organischen Material) 
zusammen. Humus wird unterteilt in Nährhumus (Humusbildner) und Dauerhumus 
(Humusstoffe). Dauerhumus stellt das mehr oder weniger stabile Endprodukt des 
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Abbaus organischer Substanz dar und bestimmt vor allem die physikalisch-chemischen 
Eigenschaften des Bodens. Hauptbestandteile des Dauerhumus sind die dunkel 
gefärbten, sauren Huminstoffe. Hierbei handelt es sich um makromolekulare 
Verbindungen ohne einheitliche Struktur, die nach ihrer Löslichkeit in die 
alkaliunlöslichen Humine und die alkalilöslichen Fulvin- und Huminsäuren unterteilt 
werden. Fulvinsäuren (FA) besitzen im Vergleich zu den Huminsäuren (HA) durch eine 
größere Anzahl saurer, funktioneller Gruppen einen stärkeren Säurecharakter und eine 
erhöhte Mobilität. Aufgrund des uneinheitlichen Entstehungsprinzips und der daraus 
resultierenden Struktur sind nur die Bausteine der Makromoleküle bekannt. Das Gerüst 
der Huminstoffe bilden aromatische Verbindungen, die über C-C-, Ester-, Ether- oder 
Iminobrücken miteinander verknüpft sind. An den aromatischen Kernen befinden sich 
überwiegend Carboxyl-, Amino- und Hydroxylgruppen als Seitenketten, die über 
Carbonyl- und Iminogruppen miteinander verknüpft sind (Abb. 1.2). Ihre Farbe hängt 
von dem Kondensationsgrad der monomeren Teilstücke ab. Mit zunehmender Zahl 
konjugierter Doppelbindungen erhalten sie eine dunkle Farbe, was sich auf den 
Temperaturhaushalt im Boden auswirkt. Des Weiteren wirken Huminstoffe im Boden als 
Nährstoffreservoir, Erosionsschutz, Puffer und spielen für Kationenaustausch, Sorption, 
Komplexbildung und Immobilisierung von Schadstoffen eine große Rolle [Gisi 1997]. 
 
 
Abbildung 1.2: Hypothetische Struktur einer Huminsäure (schematisierte Darstellung): 
Die Symbole ( ) stehen für einen weiten Bereich verschiedener Bindungen im 
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Makromolekül entsprechend den variierenden Kettenlängen aliphatischer Strukturen 
(nach Schulten & Schnitzer, 1997). 
 
Zu der Bildung von Huminstoffen gibt es verschiedene Theorien und Ansatzpunkte. So 
geht die Lignin-Theorie von einer Humifizierung des Lignins und die Polyphenol-Theorie 
von leicht abbaubaren Biopolymeren aus, die zu Beginn der Huminstoffgenese stehen. 
Im Allgemeinen sind enzymatische und abiotische Prozesse wie Oxidationen, 
Kondensationen, Radikalbildungen und Bindungen an andere organische Moleküle 
(Kohlenhydrate, Proteine) an der Bildung beteiligt und führen zu einer Polymerisation 
(Hedges, 1988; Thurman, 1985; Ziechmann, 1980). Zu den Enzymen, die bei der 
Huminstoffbildung eine Rolle spielen, zählen Laccasen und Peroxidasen, die auch eine 
Bindung von Xenobiotika an Huminstoffe katalysieren können (Bialk et al., 2005). 
Anhand der Struktur und Bildung von Huminstoffen lässt sich deren Relevanz für die 
Umweltchemie und Risikobewertung von Xenobiotika im Boden erkennen. Durch beide 
Faktoren besitzen Huminstoffe ein großes Potential (Fremd-) Stoffe zu immobilisieren 
(Bollag & Loll, 1983; Senesi, 1992). 
 
1.1.2 Boden, Biota und Resistenz 
Die Gesamtheit der im Boden lebenden Organismen wird als Edaphon bezeichnet. Im 
Vordergrund sollen hier die Mikroorganismen stehen, die durch ihre vielfältigen 
Eigenschaften und Stoffwechselprozesse im Boden zu der Erhaltung dessen Funktion 
und Struktur beitragen. Sie tragen zu einer Stabilisierung der Bodenaggregate durch 
Absonderung von bakteriellen Schleimstoffen oder Vernetzung durch Pilzhyphen bei 
(Anderson, 1991; Blume, 1999). Durch ihre verschiedenen Stoffwechselleistungen sind 
sie an zahlreichen Stoffkreisläufen beteiligt und sorgen durch deren Erhalt für ein 
Gleichgewicht der Stoffumsätze (Swift, 1979; Umarov, 2001). Darüber hinaus sind sie 
unter anderem an der Bildung von Huminstoffen beteiligt (Haider, 1999). Betrachtet 
man Xenobiotika, so können auf der einen Seite in den Boden eingetragene toxische 
(Fremd-) Stoffe zu weniger toxischen Verbindungen umgebaut werden (Burauel et al., 
1998; Sposito, 1998); auf der anderen Seite kann im Falle von Antibiotika neben 
toxischen Effekten auch der Genpool der Bakterien durch Resistenzbildung beeinflusst 
werden, was sich auf die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft und der 
Abundanz auswirken kann. Als Resistenz bezeichnet man eine relative 
Unempfindlichkeit gegenüber einer bestimmten Behandlung unter bestimmten 
Bedingungen (Kümmerer, 2004). Auftretende Resistenzen, die vor allem durch 
fortgesetzte subtherapeutische Konzentrationen von Antibiotika gefördert werden, 
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können auf verschiedenen Ebenen zu Problemen führen. So können resistente 
Bakterienstämme vom Boden in die Wirtsorganismen zurückgelangen, wodurch eine 
Behandlung mit entsprechenden Antibiotika nicht erfolgreich verlaufen würde. Neben 
der Resistenz im ursprünglichen Wirt kann es zu einer Übertragung auf physiologisch 
ähnliche Organismen wie dem Menschen kommen. Diesem versucht man dadurch 
entgegenzuwirken, indem in der Veterinärmedizin eingesetzte Antibiotika nicht in der 
Humanmedizin eingesetzt werden und umgekehrt. Bei Schweinen wurden 
sulfadiazinresistente Bakterien im Darm entdeckt obwohl diese nie mit Sulfadiazin 
behandelt wurden (Heuer & Smalla, 2007). Diese Entdeckung kann durch die 
Übertragung der Bakterien aus der Umwelt erklärt werden oder aber evolutive Gründe 
haben. 
 
1.1.3 Gebundene Rückstände 
Über die Jahre wurden viele Studien zu dem Verhalten von Xenobiotika in Böden 
durchgeführt. Lysimeterstudien zur Untersuchung der Versickerung (des sog. Leachings) 
verschiedener Veterinärantibiotika in Tonboden zeigten kein Leachingpotential von 
Tylosin und Oxytetracyclin; Sulphachloropyridazin wurde dagegen im Sickerwasser 
nachgewiesen (Kay et al., 2005). In dieser Studie wurde auch der Einfluss der 
Bodenstruktur auf das Sickerungsverhalten beschrieben, wonach im Sommer größere 
Makroporen gebildet werden, die eine Versickerung erleichtern. Untersuchungen mit 
Sulfadiazin (SDZ) zeigten, dass SDZ ein großes Leachinpotential besitzt, sich aber auch 
in den oberen Bodenschichten anreichert [Unold et al., 2009]. Die geringe Mobilität 
mancher Verbindungen im Boden hängt mit den Wechselwirkungen zusammen, die 
zwischen ihnen und der Bodenmatrix wirken. So kann es zu Adsorption und Bindung an 
die Bodenmatrix und einem Einschluss in sie kommen (Gevao et al., 2000). 
Verschiedene Bindungsarten, wie Wasserstoff-Brückenbindungen, kovalente Bindungen 
oder Bindungen ionischer Natur bestimmen, wie fest Xenobiotika im Boden gebunden 
vorliegen [Senesi, 1992]. Durch die Bindung an die Bodenmatrix sind die Verbindungen 
weniger bioverfügbar und verlieren an Toxizität (Gevao et al., 2000). 
Der Begriff gebundene Rückstände (engl. Bound residues) hat seinen Ursprung in 
der Pestizidforschung, in deren Rahmen man sich intensiv mit dem Verbleib der gezielt 
in die Umwelt eingebrachten Verbindungen auseinander setzt. So wurde bereits 1972 von 
der American Chemical Society gebundene Rückstände als „diejenigen nicht-
extrahierbaren und chemisch bisher nicht-identifizierbaren Rückstände von 
Pflanzenschutzchemikalien, die in Fulvosäuren, Huminsäuren und in der Huminfraktion 
nach einer erschöpfenden Extraktion mit unpolaren organischen und polaren 
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Lösungsmitteln verbleiben.“ [Kaufman, 1976]. Über die Jahre wurde diese Definition 
erweitert und modifiziert. Von der International Union of Pure Applied Chemistry 
(IUPAC) wurden gebundene Rückstände bezeichnet als „Verbindungen im Boden, 
Pflanzen oder Tiere, die nach einer Extraktion als Ausgangssubstanz oder Metabolit(en) 
in der Matrix vorliegen. Die Extraktionsmethode darf weder die Verbindungen selber, 
noch die Matrix verändern“. Metaboliten, die sich nicht von natürlich vorkommenden 
Verbindungen unterscheiden lassen, wurden aus der Definition ausgeschlossen [Roberts, 
1984; Gevao, 2000; Barraclough et al., 2005]. Anhand der Definition der IUPAC wird 
bereits deutlich, welche Bedeutung der Extraktionsmethode zukommt. So ist die 
Fraktion der gebundenen Rückstände immer abhängig von der verwendeten 
Extraktionsmethode und dem Extraktionsmittel und ist dementsprechend immer 
anzugeben, wenn man von gebundenen Rückständen spricht. Der Begriff „gebundene 
Rückstände“ ist jedoch mit Vorsicht zu gebrauchen, da er impliziert, dass die 
entsprechende Verbindung chemisch gebunden in der Matrix vorliegt. Aus diesem Grund 
wird der Terminus „nicht-extrahierbare Rückständer“ (NER) dem der gebundenen 
Rückstände vorgezogen, solange die Natur der Rückstände nicht identifiziert ist. 
Zusätzlich empfiehlt die IUPAC, dass die Charakterisierung von Rückständen als 
gebunden nur aus Studien mit radiomarkierten Substanzen abgeleitet werden sollte 
[Skidmore et al., 2002]. 
Hinsichtlich des Verbleibs im Boden, und besonders der nicht-extrahierbaren 
Rückstände, spielt die organische Substanz SOM (soil organic matter) eine wichtige 
Rolle. Aufgrund ihrer chemischen Struktur besitzt sie ein großes Bindungs- und 
Sorptionspotential, und kann für Xenobiotika die Hauptsorptionsstelle im Boden 
darstellen [Calderbank, 1989]. So wurde gezeigt, dass mit zunehmendem SOM-Anteil im 
Boden die Adsorption und Bindung von Tierarzneimitteln im Boden zunimmt [Thiele-
Bruhn, 2003 & Thiele-Bruhn et al., 2004]. Entscheidend für das Desorptionsverhalten 
und die mikrobielle Bioverfügbarkeit sind auch die physikochemischen Eigenschaften 
des organischen Materials. So fiel mit zunehmender Reduktion und Kondensation des 
SOM die Sorption-Desorption Hysteresis größer aus, die Desorptionsrate und die 
Bioverfügbarkeit nahmen ab [Lueking et al., 2000]. Studien mit künstlichen 
Humusmonomeren brachten erste Erkenntnisse zu ihrem Bindungsverhalten mit 
Sulfonamiden [Bialk et al., 2008]. 
Neben der organischen Substanz hat auch die anorganische Substanz einen 
Einfluss auf das Schicksal von Xenobiotika im Boden. Besonders die große Oberfläche 
der Tonminerale bietet Xenobiotika eine geeignete Sorptionsfläche [Hayes & 
Mingelgrin, 1991]. Reaktionen zwischen Tonpartikeln und Fremdstoffen sind immer 
abhängig von der Art der Tonminerale und den Substanzeigenschaften der Fremdstoffe. 
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So wurde neben Adsorptionsprozessen auch eine Einlagerung in die Zwischenschichten 
von Tonmineralen berichtet [Li et al., 2003]. Reaktionen zwischen Tonpartikeln und 
natürlichen Substanzen sind lange bekannt. Über Wasserstoffbrücken und 
Metallkationeneinlagerungen werden z.B. die sogenannten Organo-Ton-Komplexe 
gebildet. Aufgrund der ähnlichen funktionellen Gruppen und Eigenschaften von 
Fremdstoffen und Humusstoffen kann es zwischen ihnen zu einer Konkurrenzsituation 
um die Bindungsstellen an den Tonpartikeln kommen. 
Die Komplexität macht deutlich, dass das Sorptionsverhalten nicht angemessen über die 
hydrophoben Eigenschaften einer Substanze charakterisiert werden kann. Vielmehr 
spielen Prozesse wie z.B. Ionenaustausch, Kationenbrücken mit Tonoberflächen, 
Oberflächenkomplexierung, Wasserstoffbrücken eine wichtige Rolle. 
Zusätzlich zu den bisher genannten Wechselwirkungen kann auch ein 
physikalischer Einschluss in die Hohlräume und Poren der Bodenmatrix zu nicht-
extrahierbaren Rückständen führen. Hierbei können Huminstoffe eine wichtige Rolle 
spielen. Untersuchungen von Huminstoffen und organischen Verbindungen mittels 
Größenausschlusschromatographie lassen auf ein Micellen-artiges Verhalten von 
Huminstoffen in Lösungen schließen, die den Einschluss organischer Substanzen 
ermöglichen [Piccolo et al., 1996]. 
 
Eine wichtige Frage, die sich bezüglich der Fremdstoffe im Boden und insbesondere 
deren nicht-extrahierbaren Rückständen stellt, ist die der Bioverfügbarkeit. Im 
Allgemeinen lässt sich sagen, dass durch die Sorptionsprozesse die Konzentration der 
Xenobiotika in der wässrigen Phase abnimmt und so für Mikroorganismen schlechter 
verfügbar wird. Hierdurch verringert sich auch die Abbaubarkeit der Verbindungen 
durch Mikroorganismen, d.h. die Substanzen liegen über längere Zeiträume im Boden 
vor. Ob und in welcher Form die NER im Boden wieder freigesetzt werden ist viel 
diskutiert worden und Bestandteil zahlreicher Forschungen. Im Allgemeinen verändert 
sich die Bioverfügbarkeit von organischen Verbindungen mit der Zeit [Stokes et al. 
2006]. So wurde z.B. für einige Pestizide gezeigt, dass mit zunehmender Zeit im Boden 
ihr Transport, Abbau oder toxikologische Effekte abnahmen [Morrison et al., 2000]. Der 
beobachtete Rückgang der Verfügbarkeit konnte jedoch nicht mit dem Abbau oder einer 
chemischen Veränderung erklärt werden, da die Verbindungen mit stärkeren 
Extraktionsmethoden extrahiert werden konnten. Demnach kommt es nach einer 
„primären Sorption“ im Boden zu einem sogenannten „Aging“ [Förster et al., 2009]. Der 
Begriff Aging beschreibt die Abnahme der Extrahierbarkeit von Verbindungen mit 
zunehmender Kontaktzeit. Die hierbei zugrunde liegenden Prozesse werden als 
Sequestrierung bezeichnet [Lueking et al., 2000]. Mit der Zeit bildet sich so eine 
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Fraktion, die nur mit stärkeren Extraktionsmethoden (ASE, Mikrowelle) extrahiert 
werden kann. Man spricht auch von der Residualfraktion, die mit der organischen 
Substanz im Boden verbunden ist [Pignatello, 1990]. 
 
Einen Einfluss auf das Verhalten von Xenobiotika und die Freisetzung ihrer NER kann 
der Bewuchs von Pflanzen haben. Im speziellen durch die Wurzeln, die sich im Erdreich 
befinden, und deren Wurzelexsudate. Hierbei handelt es sich um Stoffwechselprodukte, 
die von der Wurzel ausgeschieden werden. Diese Ausscheidungsprodukte können 
besonders rasch wachsende Bakterien fördern, wodurch es im Vergleich zu wurzelfreiem 
Boden zu einer höheren Mikroorganismendichte kommt, was als Rhizosphäreneffekt 
bezeichnet wird [Gisi, 1997]. Die erhöhte Anzahl an Mikroorganismen kann so einen 
positiven Einfluss auf den Abbau der Fremdstoffe in Wurzelnähe haben. Neben dem 
Einfluss auf die Mikroorganismen haben Wurzelexsudate auch einen Effekt auf die 
Huminstoffe. Durch die in den Exsudaten von z.B. Maispflanzen vorkommenden 
organischen Säuren kommt es zu einer Verschiebung innerhalb der Huminstoffe von 
Molekülen mit großem Molekulargewicht hin zu solchen mit kleinerem 
Molekulargewicht [Nardi et al., 1997]. 
Eine weitere Möglichkeit ist die Aufnahme von Fremdstoffen durch die Wurzeln in 
die Pflanze und damit eine Elimination aus dem System Boden [Paterson et al., 1990; 
Trapp et al., 1994]. 
 
1.2 Tierarzneimittel 
Arzneimittel besitzen ein weites Anwendungsgebiet und werden neben der 
Humanmedizin auch in der Tierzucht eingesetzt. Es handelt sich dabei um natürlich 
gewonnene oder gezielt synthetisierte Verbindungen, die eine physiologische Antwort in 
Menschen, Tieren, Bakterien oder anderen Organismen hervorrufen sollen und damit 
biologisch hoch aktiv sind. 
 
1.2.1 Einsatz und Eintrag von Tierarzneimitteln in die Umwelt 
Tierarzneimittel besitzen ein weites Einsatzspektrum. Sie werden zum Zwecke der 
Therapie, Prophylaxe und Metaphylaxe eingesetzt. Von den Tierarzneimitteln im 
eigentlichen Sinn abzugrenzen sind die sogenannten Futterzusatzstoffe oder 
Leistungsförderer. Diese Substanzen, bei denen es sich vielfach eigentlich um Antibiotika 
handelt, werden den Tieren in subtherapeutischer Konzentration (< 100 mg pro kg 
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Futter) mit dem Futter verabreicht. Leistungsförderer dienen einer Optimierung der 
Nährstoffaufnahme im Darm (Schweine, Geflügel) und Pansen (Rinder). Durch die 
Hemmung unerwünschter Bakterien und Förderung erwünschter Bakterien wird die 
Futterverwertung verbessert wird. Seit dem Jahr 2006 ist der Einsatz antibiotischer 
Leistungsförderer offiziell verboten, da die geringen Konzentrationen die Gefahr der 
Ausbreitung von Resistenzen mit sich bringen. Im Vordergrund sollen in der 
vorliegenden Arbeit die in der Veterinärmedizin verwendeten Antibiotika stehen. 
Antibiotika sind Verbindungen, die durch ihren starken Einfluss auf die 
Stoffwechselvorgänge von Mikroorganismen dessen Vermehrung verhindern oder diese 
abtöten. Für die Jahre 1997 und 1998 veröffentlichten die European Federation of 
Animal Health (FEDESA) und die European Agency for the Evaluation of Medical 
Products (EMEA) die Verbrauchsmengen von Antibiotika in der EU und Schweiz. Für 
Deutschland wurden die Mengen des Jahres 1997 angegeben. Die publizierten Daten 
finden sich in Tabelle 1.1 wieder. Demnach verteilt sich in der EU und Schweiz die 
Gesamtenge an Antibiotika zu einem Drittel auf die Veterinärmedizin und zu zwei 
Dritteln auf die Humanmedizin. In Deutschland fand 1997 mit ca. 70 % der 
überwiegende Teil in der Veterinärmedizin Verwendung. 
 
Tabelle 1.1: Eingesetzte Mengen an Antibiotika in Humanmedizin und Veterinärmedizin 
(Therapeutika und Wachstumsförder) in der EU und Schweiz in 1997 und 1999 und in 
Deutschland in 1997. 
Einsatzgebiet 
EU und Schweiz Deutschland 
1997 1999 1997 
Tonnen % Tonnen % Tonnen % 
Humanmedizin 7.659 60 8.528 65 320* 30,1 
Therapeutika 3.494 27,5 3.902 29 488 45,9 
Wachstumsförderer 1.599 12,5 786 6 255 24,0 
Gesamt 12.752 100 13.216 100 1.063 100 
* Menge für 1996 nach Kratz et al. (2000) 
Quelle: EMEA (1999) und FEDESA (2001) 
 
 
Durch den großen und steigenden Verbrauch von Antibiotika ist über die Jahre das 
Interesse an dem Verbleib dieser Substanzen gestiegen. Eine Reihe dieser Wirkstoffe 
besitzen Stoffeigenschaften (z.B. hohe Stabilität und Lagerfähigkeit, Stabilität gegenüber 
Enzymen und sauren Bedingungen), die eine gewisse Persistenz in der Umwelt 
wahrscheinlich machen. 
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Zu einer Persistenz von Tierarzneimitteln in die Umwelt kommt es durch die bereits 
erwähnten Stoffeigenschaften der Medikamente. Diese Eigenschaften sind besonders bei 
oral verabreichten Stoffen gegeben, da diese durch strukturelle Gegebenheiten gegen das 
saure Milieu im Magen und gegen einen Abbau durch Verdauungsenzyme im Darmtrakt 
und Metabolismusprozesse in der Leber ausreichend geschützt sein müssen. Dies hat zur 
Folge, dass die Arzneimittel und ihre Umbauprodukte, die ebenfalls biologisch noch aktiv 
sein können, vom Körper ausgeschieden werden. Durch Abfallstoffe und Exkremente 
(Urin und Faeces) gelangen diese Verbindungen in die Umwelt (Montforts et al., 1999). 
Der wichtigste Eintragspfad ist hierbei die Düngung von Acker- und Grünlandböden mit 
Gülle, die man als Summe aller Ausscheidungsprodukte (Urin und Faeces) 
bezeichnet(Halling-SØrensen et al., 1998) (Abb. 1.3). 
 
 
 
 
 
1.2.2 Tierarzneimittel in Gülle 
Je nach Wirkstoff verlässt der überwiegende Teil der in der Tierzucht verabreichten 
Antibiotika unverändert den Körper durch Urin oder Faeces. Für Vertreter der 
Tetracycline und Sulfonamide wurden in Fütterungsversuchen Ausscheidungsraten von 
50-80 Prozent in wenigen Tagen nachgewiesen (Berger et al. 1986; Winckler & Grafe, 
2000). Wie bereits erwähnt, werden neben den Muttersubstanzen auch deren 
Metaboliten ausgeschieden (Halling-SØrensen et al., 1998) und gelangen in die Gülle.  
Abhängig ist der Eintrag von Antibiotika in die Umwelt von den Konzentrationen, 
die in der Gülle vorliegen und der Stabilität des entsprechenden Antibiotikums. Dies 
spiegelt sich in den in Tabelle 1.2 gezeigten maximalen Konzentrationen verschiedener 
Abbildung 1.3: Eintragswege von Tierarzneimitteln in die Umwelt. Nach Hamscher 2008. 
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Antibiotika wider, die in Gülle gefunden wurden. In Untersuchungen zu 
Fluoroquinolonen in Gülle konnten mit 0,13-0,75 mg/kg nur  geringe Mengen 
nachgewiesen werden [Martinez-Carballo et al. 2007]. 
 
Tabelle 1.2: In Gülle (Rind/Schwein) gefundene maximale Konzentrationen 
verschiedener Antibiotika in mg pro kg Gülle (modifiziert nach Hamscher et al., 2004). 
Substanz (-klasse) 
max. 
Konzentration 
[mg/kg] 
Referenz 
Tetracycline   
Oxytetracyclin 19 De Liguoro et al. (2003) 
Tetracyclin 66 Winckler & Grafe (2001) 
Sulfonamide   
Sulfamethazin 40 Langhammer et al. (1988) 
Sulfadiazin 1,1 Hamscher et al. (2004) 
N4-Acetyl-Sulfamethazin 2,6 Haller et al. (2002) 
N4-Acetyl-Sulfadiazin 0,27 Pfeifer et al. (2002) 
Sulfathiazol 12,4 Haller et al. (2002) 
Andere   
Salinomycin 0,01 Schlüsener et al. (2003) 
Tiamulin 0,04 Schlüsener et al. (2003) 
 
 
Bei der Ausbringung der Gülle kann es zu einem direkten Eintrag in 
Oberflächengewässer kommen. Der überwiegende Teil gelangt allerdings zunächst auf 
den Boden, von wo die Verbindungen dann unter Umständen durch Run-off und 
Versickerung in Oberflächengewässer und Grundwasser gelangen können (Hirsch et al., 
1998 & 1999). 
 
1.2.3 Tierarzneimittel im Boden 
In Tabelle 1.3 sind die in güllebehandelten Böden gefundenen maximalen 
Konzentrationen verschiedener Antibiotika zusammengestellt. Die deutlich geringeren 
Konzentrationen im Vergleich zu denen in Gülle liegen an dem Verdünnungseffekt, der 
durch die Verteilung der Gülle auf eine große Fläche und deren üblicher Einarbeitung in 
den AP-Horizont des Bodens eintritt. 
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Tabelle 1.3: In güllebehandelten Böden gefundene maximale Konzentrationen 
verschiedener Antibiotika in mg pro kg Boden (modifiziert nach Hamscher et al., 2004). 
Substanz (-klasse) 
max. Konzentration 
[mg/kg] 
Referenz 
Tetracycline   
Oxytetracyclin < 0,01 De Liguoro et al. (2003) 
Tetracyclin 0,31 Hamscher et al. (2002) 
Sulfonamide   
Sulfamethazin 0,011 Höper et al. (2002) 
Andere   
Salinomycin < 0,0016 Schlüsener et al. (2003) 
Tiamulin 0,0007 Schlüsener et al. (2003) 
 
 
Ein anderer Eintragsweg von Arzneimitteln in Böden ist die Ausbringung von 
Klärschlamm zu Düngezwecken. So konnten auch Fluoroquinolone in mit Klärschlamm 
behandelten Böden gefunden werden [Golet et al. 2003]. 
Die Mengen von Antibiotika, die in Böden nach einer Behandlung mit Gülle gefunden 
werden hängen von vielen verschiedenen Faktoren, wie den physiko-chemischen 
Eigenschaften des Bodens und des Arzneimittels ab. Daneben können ungünstige 
Witterungsbedingungen, wie Regenfälle nach der Düngung, einen Oberflächenabfluss 
oder eine Verlagerung in tiefere Bodenschichten zur Folge haben. 
 
1.2.4 Sulfadiazin  
Sulfadiazin gehört zu der Gruppe der Sulfonamide und Sulfon-Antibiotika, die 
synthetisiert werden und von dem Azofarbstoff Prontosil abstammen (Spoo & Riviere, 
2001). Sie wurden als erste Breitbandantibiotika von Gerhard Domagk entdeckt 
(Domagk, 1935), der Sulfanilamid herstellte. Bei allen Sulfonamiden handelt es sich um 
Derivate dieses p-Amino-benzolsulfonamids, welches eine Amino- und 
Sulfonamidgruppe besitzt (Abbildung 1.4). Sulfonamid-Derivate unterscheiden sich 
durch unterschiedliche Substituenten am Stickstoff der Amingruppe und besitzen so 
pharmakokinetisch unterschiedliche Eigenschaften (Stahlmann und Lode, 2001). 
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Abbildung 1.4: Strukturformel von Sulfanilamid. 
 
 
Sulfonamide wirken bakteriostatisch, das heißt, sie hemmen spezifisch das Wachstum 
ohne das Bakterium direkt abzutöten. Erst bei sehr hohen Konzentrationen entwickeln 
sie eine bakterizide Wirkung. Sie sind Strukturanaloga der p-Aminobenzoesäure, worauf 
der Wirkmechanismus dieser Antibiotikaklasse beruht. p-Aminobenzoesäure ist bei 
Bakterien ein Zwischenprodukt bei der Synthese des Coenzyms Tetrahydrofolsäure, 
welche von Bakterien aus einfachen Substraten aufgebaut wird, während sie für 
Menschen essentiell ist und als Vitamin Folsäure aufgenommen werden muss. In 
Bakterien kommt es durch die Sulfonamide zu einer kompetitiven Hemmung dieser 
Synthese. Folsäure selber ist ein wichtiger Faktor bei der DNA-, RNA- und 
Proteinsynthese, so dass eine Hemmung der Folsäuresynthese einen 
Wachstumsstillstand zur Folge hat (Löscher et al., 2003). Sulfonamide zeichnen sich 
durch ein breites Wirkspektrum aus, welches Gram+ und viele Gram- Bakterien sowie 
Chlamydien und einige Protozoen umfasst. Resistenzausbildungen gegen Sulfonamide 
beruhen auf einer Veränderung des Stoffwechsels der Bakterien. So synthetisieren 
resistente Bakterien die Folsäure nicht mehr selbst, sondern nehmen sie vorgeformt aus 
dem Medium auf, wodurch der Wirkmechanismus der Sulfonamide umgangen wird. 
Je nach Derivat liegt die Halbwertszeit von Sulfonamiden in Tieren in einem 
Bereich von Stunden bis wenigen Tagen. Eine Inaktivierung erfolgt überwiegend durch 
eine Acetylierung oder in geringerem Maße durch Glucuronidierung an der N4-Position. 
Sulfonamide sind Verbindungen mit einem amphoteren Charakter, d.h. sie 
besitzen sowohl Säure- als auch Baseneigenschaften, wodurch die Löslichkeit in 
wässrigen Lösungen vom pH-Wert abhängt. Hierbei liegen zwei 
Dissoziationsgleichgewichte mit den entsprechenden Dissoziationskonstanten für die 
Amino-N4-Gruppe (pKa1, Sulfonamid als neutral konjugierte Base) und Amino-N1-
Gruppe (pKa2, Sulfonamid als neutrale konjugierte Säure) vor. 
 
 EINLEITUNG 15 
 
 
NH2
S
NH
N N
OO
N
S
NH
N N
OO
C
CH3
O
H
1 2
NH2
S
NH
N N
OO
OH
3  
Abbildung 1.5: Strukturformel von (1) Sulfadiazin, (2) N-Acetyl-SDZ und (3) 4-OH-SDZ. 
 
 
Abbildung 1.5 zeigt das in dieser Arbeit verwendete Sulfadiazin (4-Amino-N-2-
pyrimidinylbenzolsulfonamid), sowie die beiden Metaboliten N-Acetyl-SDZ und 4-OH-
SDZ. Seine Summenformel lautet C10H10N4O2S; es besitzt ein Molekulargewicht von 
250,28 g/mol. Sulfadiazin ist ein weißes bis leicht gelbliches Pulver mit einem 
Schmelzpunkt bei 252-256°C. Der logKOW liegt bei -0,09. In Alkohol, Aceton und Wasser 
ist es schlecht löslich. Die Löslichkeit für Wasser liegt bei 13 mg/100 ml (37°C, pH 5,5) 
und bei 200 mg/100ml (37°C, pH 7,5). Frei löslich ist es in Lösungen von Kalium- oder 
Natriumhydroxid und Ammoniak. Im menschlichen Serum liegt die Löslichkeit bei 1 
g/620 ml (37°C). Der pKa1 liegt bei 1,57 und der pKa2 bei 6,50. Im Schwein liegt die 
Halbwertszeit bzgl. der Ausscheidung von Sulfadiazin bei 8 Stunden und im Rind bei 3-7 
Stunden. 
In Gülle fand man neben dem Metaboliten N-Acetyl-SDZ, welches im Körper der 
Tiere durch die enzymatisch katalysierte Acetylierung am Anilinstickstoff gebildet wird, 
in großen Mengen noch 4-OH-SDZ, sowie zwei bis dahin unbekannte Metaboliten 
(Lamshöft et al., 2007, Nielsen et al., 1986), die als N-formylsulfadiazin und N –acetyl-4-
hydroxysulfadiazin identifiziert werden konnten. Bis zu der Ausbringung der Gülle kann 
es zu einer bis zu einjährigen Lagerung der Gülle kommen (Montforts et al., 1999). In 
dieser Zeit kommt es zu Alterungsprozessen der Tierarzneimittel in der Gülle, wobei es 
zu Transformationsreaktionen, Abbau, Sorption an die Matrix und Bildung gebundener 
Rückstände der Substanzen kommen kann (Halling-SØrensen et al., 1998). 
Untersuchungen hinsichtlich der Lagerung von SDZ-kontaminierter Gülle lieferten 
unterschiedliche Ergebnisse. So wurde eine überwiegende Bildung gebundener 
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Rückstände von Kreuzig et al., (2005) berichtet, während der Anteil gebundener 
Rückstände nach Lamshöft et al. (2007) vernachlässigbar war. Im Laufe der Zeit kommt 
es in der Gülle auch zu Rückreaktionen, durch die aus N-Acetyl-SDZ wieder Sulfadiazin 
gebildet wird (Lamshöft et al., 2007; Schmidt et al., 2008). Durch die Austragung von 
Gülle werden somit auch aktive Spezies in die Umwelt eingebracht. 
 
1.2.5 Difloxacin 
Difloxacin gehört zu der Stoffgruppe der Fluoroquinolone (FQ), einer synthetisch 
hergestellten Klasse von Antibiotika. Sie stammen ursprünglich von den Quinolonen ab, 
die 1962 als Nebenprodukt in der Malariaforschung anfielen. Durch die Einbringung von 
Fluor entstand die Stoffklasse der Fluoroquinolone, deren allgemeine Struktur in 
Abbildung 1.6 gezeigt ist. 
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Abbildung 1.6: Allgemeine Strukturformel der FQ. 
 
 
FQ wirken bakterizid indem sie die DNA-Replikation der Bakterien hemmen. Dies 
geschieht durch die Hemmung der DNA-Gyrase und Topoisomerase IV, die eine 
entscheidende Rolle bei der DNA-Replikation spielen. Die FQ binden an die jeweiligen 
Enzymkomplexe, wodurch der Supercoiling-Prozess blockiert wird. Dies hat zur Folge, 
dass Reparaturenzyme produziert werden und es zu unkontrollierten 
Reparaturprozessen kommt. Die DNA wird irreparabel gestört, was schließlich zum 
Zelltod führt (Hooper & Wolfson, 1993). 
Mit der Zeit entstanden verschiedene Generationen der FQ, die sich durch 
verschiedene Substituenten auszeichnen und dadurch in ihrer Wirksamkeit verbessert 
bzw. spezifiziert wurden. So wurde 1996 von Fort Dodge das in dieser Arbeit verwendete 
Difloxacin (6-Fluoro-1-(4-fluophenyl)-1,4-dihydro-7-(4-methyl-1-piperazinyl)-4-oxo-3-
quinoline carboxylic acid, DIF) entwickelt. 
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Abbildung 1.7: Strukturformel von (1) Difloxacin (DIF) und (2) Sarafloxacin (SARA). 
 
 
Die Strukturformel der Ausgangssubstanz DIF und des Metaboliten Sarafloxacin (SARA) 
ist in Abbildung 1.7 gezeigt. Seine Summenformel lautet C21H19F2N5O5; es besitzt ein 
Molekulargewicht von 399,39 g/mol. Difloxacin ist ein weiß-cremefarbenes bis gelbliches 
Pulver mit einem Schmelzpunkt über 245°C. Mit einem logKOW von 0,89 (20°C, pH7) ist 
Difloxacin eine nur mäßig lipohile Verbindung, dessen Löslichkeit in Wasser bei 1330 
mg/l (20°C) liegt. Der pKa1 der Carboxylgruppe liegt bei 4,33 und der pKa2 am 
Piperizinsubstituenten bei 9,05. Im Schwein liegt die Halbwertzeit nach oraler Gabe von 
5 mg/kg bei ca. 12 Stunden und wird dann fast vollständig eliminiert [Inui et al., 1998; 
Sukul et al., 2009]. In Gülle wurde, neben der Ausgangsverbindung Difloxacin, 
Sarafloxacin als Hauptmetabolit identifiziert [Sukul et al., 2009]. Im Laufe der 
Güllelagerung kommt es nur zu einem geringen Abbau von DIF, wobei die Konzentration 
von SARA im Laufe der Lagerung abnimmt [Lamshöft et al., 2010]. Wie beim Sulfadiazin 
liegen in der Gülle aktive Spezies vor, die durch Gülle in die Umwelt gelangen können. 
 
1.2.6 Aufgabenstellung 
Die vorliegende Arbeit entstand im Rahmen der 2. Phase des DFG Projektes FOR 566 
„Tierarzneimittel in Böden: Grundlagenforschung für eine Risikoanalyse“. Im Rahmen 
dieser Forschergruppe werden die Effekte sowie das Schicksal der Antibiotika Sulfadiazin 
und Difloxacin im Boden untersucht. Im Fokus dieser Arbeit standen die im Boden 
gebildeten nicht-extrahierbaren Rückstände dieser beiden Verbindungen, die in der 
ersten Phase teilweise schon beschrieben und charakterisiert wurden. Zusätzlich sollte in 
der Arbeit der Einfluss von Maisbewuchs auf das Schicksal der Antibiotika im Boden 
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untersucht werden. Hier sollten die Rhizosphäre und ihr möglicher Einfluss im Fokus 
stehen. Das in der ersten Projektphase untersuchte Exkretionsmuster der 
Ausgangssubstanz SDZ und seiner Metabolite sollte in der 2. Phase genutzt werden. So 
sollte SDZ, sowie die beiden Hauptmetabolite Acetyl-SDZ und 4-OH-SDZ direkt auf den 
Boden appliziert werden, wodurch der Einsatz von Versuchstieren überflüssig wird. 
Hierfür sollte das entsprechende 4-OH-SDZ im Rahmen dieser Arbeit als 14C-markierte 
Verbindung hergestellt werden. Aufgrund seiner fehlenden antimikrobiellen Wirkung 
und Instabilität in Gülle wurde auf die Synthese des Acetyl-SDZ verzichtet. 
Als Versuchsboden wurde ein im Projekt vorgegebener und bereits detailliert 
charakterisierter toniger Lehm verwendet. Alle Studien wurden mit 14C-markierten 
Verbindungen durchgeführt, wodurch der Verbleib und das Verhalten der Antibiotika im 
Boden untersucht werden konnte. Hinsichtlich der nicht-extrahierbaren Rückstände 
wurde spezielles Augenmerk auf die Huminstofffraktionen gelegt, die wie oben 
dargestellt bezüglich des Verhaltens und der Persistenz von Xenobiotika im Boden eine 
wichtige Rolle spielen. 
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2 Material  
2.1 Chemikalien 
2.1.1 Radiochemikalien 
14C-markiertes Sulfadiazin: 
[2-Pyrimidyl-14C]-Sulfadiazin    Bayer HealthCare AG 
Spezifische Aktivität: 8,9 MBq/mg,  
radioanalytische Reinheit: ≥ 99,9%  
 
14C-markiertes Difloxacin 
[2-Pyridin-14C]-Difloxacin     GE Healthcare UK limited, UK 
Spezifische Aktivität: 4,912 MBq/mg 
radioanalytische Reinheit: ≥ 99,1%  
 
2.1.2 Referenzsubstanzen 
Sulfadiazin ≥ 99,0%      Riedel-de Haen/Sigma-Aldrich 
N-Acetyl-Sulfadiazin 99,0%     Ascent Scientific, UK 
4-Hydroxy-Sulfadiazin     synthetisiert nach Ganapathi 
        et al., (1942) 
Difloxacin 99%       Chemos, Regenstauf 
Sarafloxacin 97,3%      Fluka, Neu Ulm 
[1-15N,2-13C]-Difloxacin     Synthese durch Schmidt, B.,  
Aachen 
SEC Größenstandards     Particle Standard Service, Mainz 
 
2.1.3 Radioanalytische Chemikalien 
Oxidizer- Standard: 
Spec-Chec-14C for sample Oxidizer (9,56*105 dpm/ml) Perkin Elmer, Rodgau 
Oxysolve C-400      Zinsser Analytic, Frankfurt a.M. 
Scintillationscocktail LumasafeTM plus   Perkin Elmer, Rodgau 
Quicksafe Flow 2      Zinsser Analytic, Frankfurt a.M. 
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2.1.4 Organische Lösungsmittel 
Alle verwendeten organischen Lösungsmittel, mit Ausnahme der Lösungsmittel für die  
HPLC-Analytik, waren p.a. reinst oder 1-mal destilliert. 
 
HPLC-Lösungsmittel: 
Methanol, HPLC gradient grade    Merck, Darmstadt 
Acetonitril, Ultra gradient HPLC grade   J.T. Baker, Deventer NL 
 
2.1.5 Sonstige Chemikalien 
di-Kaliumhydrogenphosphat    Aldrich, Steinheim 
Kaliumnitrat       Riedel-de Haën, Seelze 
Calciumnitrat-4-hydrat     Riedel-de Haën, Seelze 
Mangan(II)-chlorid tetrahydrat    Merck, Darmstadt 
Zinksulfat-7-hydrat      Merck, Darmstadt 
Kupfer(II)-sulfat-pentahydrat    Fluka, Neu Ulm 
Natriummolybdat-2-hydrat    Riedel-de Haën, Seelze 
Magnesiumsulfat-heptahydrat    Merck, Darmstadt 
Borax        Sigma-Aldrich, Steinheim 
Zellulose       Merck, Darmstadt 
Zimtsäure       Aldrich, Steinheim 
Ferulasäure       Aldrich, Steinheim 
K2CO3 min 99,9 %      Merck, Darmstadt 
Natronkalk (gekörnt 3-5 mm)    Carl Roth, Karlsruhe  
Natriumhydroxid-Plätzchen     Merck, Darmstadt 
Ammoniumacetat > 97%     Carl Roth, Karlsruhe 
Salzsäure 37%       Carl Roth, Karlsruhe 
Ameinsensäure reinst     Merck, Darmstadt 
Ammoniaklösung 25%     Carl Roth, Karlsruhe 
Ortho-Phosphorsäure 85%     Fluka, Neu Ulm 
Essigsäure 99,8%      Riedel-de Haën, Seelze 
Essigsäureanhydrid ≥ 99,0%     Carl Roth, Karlsruhe 
Natriumacetat trihydrat 99%    ABCR, Karlsruhe 
Natriumsulfat       Merck, Darmstadt 
XAD-Amberlit 7      Merck, Darmstadt 
XAD-Amberlit 2      Fluka, Buchs, CH 
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Dimethylsulfoxid ≥ 99 %      Merck, Darmstadt 
Natrium       Aldrich, Steinheim 
Ameisensäureethylester     Sigma-Aldrich, Steinheim 
D4-MeOH       Roth, Karlsruhe 
Sulfanguanidin      Sigma-Aldrich, Steinheim 
Wasserstoﬀ 5.0       Praxair, Düsseldorf 
Helium 5.0       Praxair, Düsseldorf 
Stickstoﬀ 5.0        Westfalen, Münster 
 
2.2 Versuchsboden 
Bei dem hier verwendeten Boden aus Merzenhausen handelte es sich um einen für die 
Forschergruppe ausgewählten Boden. Die folgende Beschreibung des Bodens entstammt den 
„Informationen zum Ansatz des Zentralexperimentes in Jülich“ (Groeneweg et al., 2005). 
Die ausgesuchte Fläche (ca. 100 m2), von der der Boden entnommen wurde, wurde 
weitestgehend bewuchsfrei gehalten. Aus arbeitstechnischen Gründen ließ sich eine jeweilige 
Aussaat durch den bewirtschaftenden Landwirt nicht vermeiden. Der jeweilige Aufwuchs 
wurde zeitnah zur Entnahme des Bodens entfernt, so dass kein relevanter Pflanzenbestand 
vorhanden war. 
Nach der Entnahme des feldfrischen Bodens vom Feld, wurde der Boden 
luftgetrocknet und auf 2 mm gesiebt. Anschließend wurde der Boden bei 4°C gelagert.  
Der Standort Merzenhausen liegt etwa 10 km nordwestlich des Forschungszentrums 
Jülich auf einer sehr schwach geneigten und schwach gegliederten Hochterasse der Rur bzw. 
der oberen Rur-Scholle. Die Geländehöhe wurde mit rd. 93,0 m. ü. N.N. und der 
Grundwasserflurabstand mit rd. 78,0 m. ü. N.N. eingemessen. Die Amplitude des 
Grundwasserspiegels von bis zu 5 m steht überwiegend in Abhängigkeit zur klimatischen 
Wasserbilanz des Einzugsgebietes. Da mehrere Ansprachen für diesen Versuchsstandort 
durch verschiedene Personen durchgeführt wurden, werden hier die räumlich nahe liegenden 
Ergebnisse zusammengestellt. 
 
Gesamtansprache: 
Bodentyp:  typische Parabraunerde aus Schwemmlöß-Braunerde-Parabraunerde 
Parzelle:  Im Brühl 
Kulturart:  Acker 
Zustandsstufe: 4 (Krume enthält weniger Humus als in Stufe 1; tiefer entkalkt; 
beginnende Versauerung; erste Anzeichen von Auswaschung und 
Verlagerung) 
Geländegestaltung: sehr schwach geneigt; fast eben 
Exposition:  Nordost 
Gestein:  Löß 
Formation:   Pleistozän 
Gründigkeit:  sehr tief, über 2,5 m 
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Die Horizontierung und relevanten Bodendaten sind in Tabellen 2.1 und 2.2 dargestellt. 
 
 
Tabelle 2.1: Beschreibung eines Profils Merzenhausen, Schlagbezeichnung „Im Brühl“:  
Braunerde-Parabraunerde (Pütz, 1993). 
Tiefe 
von – bis 
[cm] 
Horizont Bodenart  
0 – 39 Ap fsL 10 YR 4/2 dunkelbrauner feinsandiger 
Lehm; schwach humos: krümeliges 
Gefüge; gleichmäßig durchwurzelt; 
vereinzelte Wurmgänge; sehr 
carbonatarm 
39 – 55 Al fsL 7,5 YR 4/4 brauner bis dunkelbrauner 
feinsandiger Lehm; in Spuren humos; 
schwach polyedrisches Gefüge; etwas 
plattig; schwach durchwurzelt; 
Nadelstichporen; sehr carbonatarm 
55 – 77 Bt1 fsL - L 7,5 YR 4/2 brauner bis dunkelbrauner 
sehr schwach humoser, schwach 
feinsandiger Lehm bis Lehm; 
polyedrisches Gefüge; schwach 
durchwurzelt; Nadelstichporen; schwach 
Ton-Humusüberzüge auf den 
Gefügeflächen; mäßig Wurmgänge; sehr 
carbonatarm 
77 – 98 Bt2 L 7,5 YR 5/4 in 4/4 brauner bis 
dunkelbrauner sehr schwach humoser 
Lehm; polyedrisches Gefüge; kaum 
durchwurzelt; Ton-Humusüberzüge auf 
den Gefügeflächen; mäßig Wurmgänge, 
sehr carbonatarm 
98 - 119 Bt3 fs uL 7,5 YR 5/4 brauner feinsandiges bis 
schluffiger Lehm; polyedrisches Gefüge, 
Nadelstichporen; mäßig Ton-
Humusüberzüge auf den Gefügeflächen; 
einzelne Wurmgänge; sehr carbonatarm 
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Tabelle 2.2: Bodenkenndaten des Versuchsstandortes Merzenhausen „Im Brühl“. 
Kenndaten 
Horizont 
Ap 
0 – 39 cm 
Al 
39 – 55 cm 
Bt1 
55 – 77 cm 
pH-Wert (KCl) 7,2 6,9 6,8 
KAK (mval/ 100g) 11,4 12,2 12,2 
S-Wert (%) 11,48 12,02 11,45 
V-Wert (%) 100,7 98,5 93,9 
Humus (%) 2,1 0,7 0,6 
Gesamt-N (%) 0,11 0,06 0,05 
P2O5 (mg/ 100g) 48,0 7,0 4,0 
K2O (mg/ 100g) 33,0 30,0 14,0 
Mg (mg/ 100g) 6,0 5,0 7,0 
B (mg/ kg) 2,10 0,78 2,42 
Mn (mg/ kg) 30,0 14,0 7,0 
Fe (mg/ kg) 38,0 28,0 17,0 
Kalziumcarbonat (%) 1,0 0,8 0,8 
Sand (%) 6,4 1,0 0,1 
Schluff (%) 78,2 77,1 73,4 
Ton (%) 15,4 21,9 26,5 
Bodendichte (g/ cm3) 1,57 1,59 1,66 
Gesamtporenvolumen (%) 46,3 48,0 43,1 
Grobporen, weit (%) 10,3 14,1 6,5 
Grobporen, eng (%) 2,6 1,8 2,1 
Mittelporen (%) 14,7 20,3 14,7 
Feinporen (%) 18,7 11,8 19,8 
WKmax (g H2O/ 100 g Boden) 45,8 49,9 47,7 
 
 
2.3 Wasser 
Sofern nicht anders angegeben wurde für  alle Versuche Wasser aus einer 
Reinstwasseranlage (Millipore, Bedford) mit nachgeschaltetem Sterilfilter (22 µm; Millipore, 
Bedford) verwendet. 
 
2.4 Gülle 
Die in dieser Arbeit eingesetzte Gülle wurde von der TU Braunschweig (Dr. R. Kreuzig) zur  
Verfügung gestellt. 
Zur Gewinnung einheitlicher Gülle wurden von Schweinen aus der Einzeltierhaltung, 
welche im Versuchsstall des Institutes für Tierernährung, Bundesanstalt für Landwirtschaft 
(FAL), Braunschweig, unter kontrollierten Bedingungen erfolgte, gezielt Exkremente 
gesammelt. Diese wurden einer umfassenden Matrixcharakterisierung unterzogen, wobei die 
in Tabelle 2.3 dargestellten Parameter Trockensubstanz (TS), organische Substanz (TOC), 
Mineralstoffanteil (Rmin), pH-Wert, Redoxpotential (Eh), gelöster Sauerstoff (O2), 
Ammonium- und Gesamtstickstoff (NH4-N, Ntotal) ermittelt wurden. Eine weitere 
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Verminderung der Variabilität der Probenmatrizes erfolgte durch die Lagerung der 
Exkrementproben bei Raumtemperatur für 21 Tage. Anschließend wurden die Proben 
tiefgefroren. In diesem Zustand wurde die Gülleprobe an das Institut für Umweltforschung 
Biologie V geschickt und dort bis zum Ansetzen der Versuchsreihen bei -20°C gelagert. 
 
Tabelle 2.3: Matrixcharakterisierung der Schweineexkremente SE 0808 FAL nach 21-tägiger 
Konditionierung. 
TS 
[%] 
O2 
[mg/kg] 
pH 
Eh 
[mV] 
NH4-N 
[g/kg] 
Ntotal 
[g/kg] 
BOD5 
[g/kg] 
TOC 
[g/kg] 
14,2 ± 0,2 < 0,1 6,3 ± 0 -80 ± 0,0 4,5 ± 0,0 8,2 ± 0,1 18 ± 0,4 57 ± 2 
 
Durch Zugabe von Wasser konnte die Gülleproben mit einem definiertem 
Trockensubstanzgehalt von 5 % für Schweinegülle, die als mittlere Trockensubstanzgehalte in 
Serienuntersuchungen der LUFA-Nordwest ermittelt wurden, gezielt hergestellt werden 
(Kreuzig et al., 2006). 
 
 
2.5  Geräte & Zubehör 
Speedextractor E 914      Büchi, Flawil, CH 
Probenspritze Microlita R 10, 25, 100 µl   Camag, Berlin 
Ultraschallbad Transsonic T460     Elma, Singen 
Magnetrührer mit Heizplatte RCTbasic    Ika Labortechnik, Staufen 
Rotationsverdampfer Rotavapor EL 130    Büchi, Essen 
Pumpe (für Pflanzenkammern)    Hailea, Guang Dong, CN 
Membran-Vakuumpumpe      Vacuumbrand GMBH+Co,  
Wertheim 
Feinwaage        Sartorius, Goettingen 
Laborwaage        Sartorius, Goettingen 
Ultraschallstab UW 200      Bendelin electconic, Berlin 
Zentrifuge Avanti I20 XPI      Beckman Coulter, Krefeld 
Wasserbad mit Schüttler (Julabo SW, Julabo U3)  Julabo, Seelbach 
Trockenschrank      Memmert, Schwabach 
Muffelofen 
Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-2    Christ, Osterode am Harz 
Pumpe: TYPE 302100     ILMVAC, Ilmenau 
UV-Lampe (254 nm / 336 nm)              Camag, Berlin 
Ultraschall-Desintegrator Sonoplus HD200          Bandelin, Berlin 
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2.6  Messgeräte 
Szintillationszähler 2250CA TRI-Carb    Camberra-Packard, Zürich CH 
Biological Oxidizer OX 500  
R.J. Harvey Instrument Corp.    Zinser Analytic, Frankfurt a.M. 
pH-Meter CG 818                   Schott Geräte, Mainz  
 
TLC: 
DC-Scanner Tracemaster 40      Berthold, Bad Wildbad 
Hamilton Auftragsspritze 100, 500 µl    Camag, Berlin 
DC-Auftragsmaschine Linomat IV    Camag, Berlin 
 
Bio Imager: 
Bioimager BAS-1000      Fujifilm/Raytest, Straubenhardt 
Eraser        Raytest, Straubenhardt 
Software: PC-BAS Version 2.09 
Fuji Imaging Plate TYPE BAS-MS (508) 20 x 40 cm Fujifilm/Raytest, Straubenhardt 
BAS-Kassette 2040      Fujifilm/Raytest, Straubenhardt 
 
GC-Säule HP5 5% Methyl Silicone Gum,   Agilent, Böblingen 
30 m x 0,2 mm x 0,33 µ m Filmdicke 
 
HPLC-Säulen: 
Syergi Fusion RP 80A, 4µ, 150 x 3,00 mm   Phenomenex,  
Syergi Fusion RP 80A, 4µ, 250 x 4,60 mm   Phenomenex,  
PSS MCX 1000 A, 10µ, 300 x 8 mm    Polymer Standards Service, Mainz 
 
HPLC:  
HP Agilent 1100 HPLC     HP, Bad Homburg 
 Degasser G1322A 
 Quat Pump G1311A 
 ALS Autosampler G1313A 
 Col Comp G1316A 
 DAD G1315A 
Ramona Star Radiodetector mit Flüssigmesszelle  Raytest, Straubenhardt 
HPLC-LS-Pumpe       Raytest, Straubenhardt 
Software Gina Star      Raytest, Straubenhardt 
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LC-MS/MS: 
 Aachen: 
HP Agilent 1200 HPLC     Agilent, Böblingen 
 Micro-Vakuum Degasser G1379B 
 Binäre Pumpe SL G1312B 
 Autosampler SL G1367C 
 Autosamplerthermostat G1330B 
 Säulenthermostat SL G1316B 
LTQ Orbitrap XL       Thermo Fisher, Dreieich 
H-ESI II Quelle 
Software: Xcalibur 2.0.7 
Chiller TF9 B A 230/50 P 
 
Dortmund: 
Thermo Finnigan Surveyor HPLC    (Thermo Scientific, USA) 
 Surveyor MS-Pumpe 
 Surveyor Autosampler-Plus (injection volume 10 l) 
 Surveyor-Plus PDA detector  
TSQ Quantum Ultra AM      (Thermo Scientific, USA)  
APCI ion source (Ion Max) 
 
GC: 
Agilent 6890N      Agilent, Böblingen 
Säule: HP5 5% Methyl Silicone Gum 
Dimensionen: 30 m x 0,2 mm x 0,33 µ m Filmdicke 
Detektor: FID & MS 
 
2.7  Verbrauchsmaterial & Hilfsmittel 
Saatgut, Mais PR39K13     Forschungszentrum Jülich 
Membranfilter Polyamid 0,2 µm, 25 mm ø NL 16  Schleicher und Schuell, Dassel 
Einmalfilter Chromafil ®     Macherey-Nagel, Düren 
(CA-45/25 ø Pore 0,45 µm ø Filter 25 mm) 
Quarzsand, Körnung 0,71 mm    Quarzsand Strobel, Freihung 
Polyamid Siebgewebe, 60 µm Maschenweite  VWR, Darmstadt 
DC-Fertigplatten (SiL G-25 UV 245; 20 x 20)  Macherey-Nagel, Düren 
Zellulose        Merck, Darmstadt 
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Verbrennungshütchen     Canberra- Packard, Zürich CH 
HPLC-Probengläser ( 2 ml)     Chromatographie Service GmbH,  
Eschweiler 
Einwegspritzen ( 2 ml)     B. Braun, Melsungen 
Einmal-Injektionskanülen Sterican    B. Braun, Melsungen 
Super Polyethylene Vial TM (20 ml)    Perkin Elmer, Rodgau 
Pocto-VialT M ISC (6 ml)     Lumac LSC, Groningen NL 
Parafilm       Pechiny Plastic Packaging,  
Menasha, USA 
Soxhlethülsen, 30 ml, 100 ml    Macherey-Nagel, Düren 
Zentrifugenbecher 200 ml     VWR, Darmstadt 
Schottflaschen 250 ml 
Rundkolben 250 ml 
Messzylinder 250 ml 
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3 Methoden 
3.1 Synthese von 4-OH-Sulfadiazin 
Die Synthese von 4-OH-SDZ, welches eine zentrale Rolle in der 2. Phase spielen sollte, 
erfolgte nach Ganapathi et al. (1942) (siehe auch Abb. 3.1).  
 
 
NHH3C
O
SO2
NH
H2N NH
NHH3C
O
SO2
NH
N N
OH
NH2
SO2
NH
N N
OH
NaO H
O O
HCl
Sulfaguanidin 4-Hydroxy-N4-Acetyl-SDZ 4-OH-SDZ  
Abbildung 3.1: Teilabschnitt des Synthesewegs für die Herstellung von 4-OH-SDZ. 
 
 
Ein 500 ml Rundkolben und ein Trockenrohr gefüllt mit CaCl2 wurden bei 105°C über Nacht 
im Trockenschrank ausgeheizt. Nach dem Abkühlen wurden dann 200 ml über Natrium 
getrockeneter Diethylether in den Kolben eingefüllt und 4,6 g (= 200,09 mmol) in kleine 
Stückchen geschnittenes Natrium hinzugefügt. Der Kolben wurde mit dem Trockenrohr 
versehen und in einem Eisbad auf 0 °C abgekühlt. Unter Rühren wurde dann langsam und 
portionsweise ein Gemisch von 19,51 ml Ethylacetat (= 17,44 g, 197,96 mmol) und 16,14 ml 
Ethylformat (= 14,85 g, 200,44 mmol) hinzugegeben. Nach 3-stündigem Rühren bei 0 °C 
hatte sich das Natrium noch nicht vollständig umgesetzt. Deshalb wurde das Metall durch 
Kratzen mit einem Glasstab aktiviert und das Rühren bei höherer Geschwindigkeit 
fortgesetzt. Die Lösung wurde über Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen. 
Anschließend wurden weitere 3,57 ml des Ethylacetat-Ethylformat-Gemisches (= 19,80 
mmol, 20,04 mmol) zugegeben und nach 5 h weiteren Rührens der Diethylether am 
Rotationsverdampfer entfernt. Der Rückstand wurde mit 15,3 g Sulfanylguanidin (= 71,42 
mmol) und 150 ml (200,09 mmol) einer Natriumethoxidösung (4,6 g Natrium in 150 ml 
reinem Ethanol) gemischt und 3 h unter Rückfluss gekocht. Nach der Abdestillation des 
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Alkohols wurde der verbleibende Rückstand mit Wasser gewaschen und die verbleibende 
Suspension bei 14.000 x g für 15 min zentrifugiert. Der Überstand wurde mit 2 M HCl 
angesäuert, worauf ein orange-brauner Feststoff ausfiel.  
Die Aufreinigung des Produktes sollte über XAD-2-Harz erfolgen. Hierfür wurden 50 
g XAD-2 in Methanol in eine 27 x 2 cm Säule gefüllt. Anschließend wurde die Säule 
nacheinander mit 150 ml MeOH, 150 ml Wasser und 75 ml KH2PO4 (0,2 M; pH 5) 
gewaschen. 0,5 g des zuvor hergestellten Produktes wurden in 2 l Wasser gelöst. Die Lösung 
wurde mit HCl (2 M) auf pH 5 eingestellt und auf die vorbereitete Säule aufgetragen. Die 
anschließende Elution erfolgte mit einem Methanol-Wasser-Gemisch. Zunächst wurde mit 
30 ml MeOH:H2O 2:8 (v/v) eluiert, dann nacheinander mit jeweils 12 ml 1:9 (v/v), 2:8 (v/v), 
3:7 (v/v), 4:6 (v/v)und 5:5 (v/v). Anschließend wurde weiter nacheinander mit jeweils 20 ml 
Methanol-Wasser-Gemisch 6:4 (v/v) und 7:3 (v/v) sowie zuletzt mit 40 ml 8:2 (v/v) eluiert. 
Dabei wurden Fraktionen von ca. 4 ml aufgefangen. Die dünnschichtchromatographische 
Untersuchung (Fließmittel, siehe unten) ergab, dass die Substanz bei Methanol-Wasser-
Gemischen von 4:6 bis 6:4 von der Säule eluierte. Die Fraktionen wurden vereinigt und am 
Rotationsverdampfer vom Lösungsmittel befreit. Es ergaben sich 0,91 g (= 3,40 mmol = 4,76 
% der Theorie). Eine geeignete Menge des trockenen Rückstands wurde in 1 ml D4-MeOH 
und für die NMR-Spektroskopie in ein NMR-Röhrchen überführt. 
Da der Erfolg der Synthese unklar blieb, wurde zusätzlich vom Syntheseprodukt eine 
präparative DC (Kieselgel, UV254) durchgeführt. Hierfür wurden 25 mg des trockenen 
Produkts in 2-3 ml MeOH und ein paar Tropfen 2 M NaOH gelöst und auf die DC-Platte 
aufgetragen. Die Entwicklung der Platte erfolgte mit CHCl3:MeOH 9:1 (v/v). Die vermutete 
Bande (Rf = 0,17) des Produkts wurde unter dem UV-Licht markiert, abgekratzt und die 
Substanz mit Methanol eluiert. Es ergaben sich 17,36 mg eines Produkts. 
 
3.2 Hydrokulturansätze 
Um die potentielle Fähigkeit von Maispflanzen hinsichtlich der Aufnahme von SDZ bzw. DIF 
zu untersuchen, wurden Versuche mit Hydrokulturen durchgeführt. 
Hierfür wurden Maissamen zunächst auf feuchter Watte und bei 28°C zur Keimung 
gebracht. Für die Hydrokulturen wurde Hoaglandlösung mit Wasser (1 : 8, v/v) als 
Flüssigmedium angesetzt und in 100 ml Bechergläser gefüllt. Die Zusammensetzung der 
Hoaglandlösung ist in Tabelle 3.1 dargestellt. In die Lösung wurden von jeder Substanz, also 
SDZ bzw. DIF, 2,5 Mio. dpm pro Becherglas hinzugegeben und homogenisiert. Für SDZ 
betrug die Konzentration 16,85 mg und für DIF 30,54 mg. Anschließend wurde an jedem 
Becherglas ein Metallsieb angebracht und ein Maiskeimling darauf gelegt. Durch die 
Öffnungen des Siebes konnte die Keimwurzel in die Nährlösung tauchen. Es wurden von 
jeder Substanz 3 Parallelen angesetzt, sowie 3 Kontrollen ohne Antibiotikum. 
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Tabelle 3.1: Zusammensetzung der Hoaglandlösung für die Hydrokulturansätze mit SDZ und 
DIF. 
Reagenzien Stammlösung g/100 ml ml/l Nährlösung 
KH2PO4 13,60 1 
KNO3 10,11 5 
Ca(NO3)2 x 4 H2O 118,60 1 
MnCl2 x H2O 0,18 1 
ZnSO4 x 7 H2O 0,02 1 
CuSO4 x 5 H2O 0,02 1 
Na2MoO4 x H2O 0,003 1 
Fe-EDTA 0,65 5 
MgSO4 x 7 H2O 49,30 1 
NaB4O7 x 10 H2O 0,85 1 
 
 
Die Bechergläser wurden mit Aluminiumfolie umwickelt, um so einen eventuellen Fotoabbau 
der Antibiotika zu verhindern. Die Pflanzen wurden bei 20°C und unter HQi-Lampen mit 
einem Tag/Nacht-Rhythmus von 16/8 inkubiert. Alle 2 Tage wurde die Lösung mit Wasser 
auf das Ausgangsvolumen aufgefüllt. 
Nach 21 Tagen wurden die Versuche abgebrochen und aufgearbeitet. Hierfür wurden 
die Pflanzen aus der Nährlösung genommen und die Wurzeln abgespült. Das Waschwasser 
wurde zusammen mit den Nährlösungen volumetrisch vermessen und Aliquote wurden 
durch LSC auf ihre Radioaktivität untersucht. Anschließend wurden die Pflanzen in Blätter, 
Stängel und Wurzeln geteilt und ihr Frischgewicht bestimmt. Die Pflanzen wurden über 
Nacht bei 105°C getrocknet und anschließend extrahiert. Die Pflanzen der SDZ- und DIF-
Ansätze wurden in unterschiedlicher Weise extrahiert: 
 
Sulfadiazin: 
Blätter sowie Stängel der Maispflanzen wurden in Methanol:H2O (9 : 1, v/v) und mit Hilfe 
eines Ultraschall-Desintegrators extrahiert. Die extrahierten Pflanzenteile wurden unter 
Vakuum über einen Rundfilter und mithilfe einer Schlitzfilternutsche vom Methanol 
getrennt. Das Volumen der Extrakte wurde bestimmt und Aliquote zur Bestimmung der 
extrahierbaren Radioaktivität mittels LSC entnommen. Nach Trocknung der Pflanzenreste 
wurden sie für die Bestimmung der nicht-extrahierbaren Anteile zerkleinert und auf 
Oxidizerhütchen verteilt. 
Die Wurzeln wurden zerkleinert, auf Oxidizerhütchen aufgeteilt und in 30 ml 
Soxhlethülsen überführt. Die Soxhletextraktion wurde mit MeOH:H2O (9:1, v/v) über 5 h 
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durchgeführt. Nach Abkühlen der Extrakte wurde das Volumen bestimmt und Aliquote durch 
LSC auf die extrahierbare Radioaktivität untersucht. Im Anschluss an die Extraktion und 
nach Trocknung der Oxidizerhütchen erfolgte die Verbrennung am Oxidizer, um mittels LSC 
die in den Wurzeln vorliegende nicht-extrahierbare Radioaktivität zu bestimmen. 
 
Difloxacin: 
Wie bei den späteren Bodenproben der Difloxacinversuche wurde auch für die Extraktion der 
Pflanzen die ASE als Extraktionsmethode gewählt. Für die Extraktion der Pflanzen wurden 
diese nach Trocknung auf Oxidizerhütchen aufgeteilt und in ASE-Extraktionhülsen 
überführt. Die Extraktion erfolgte bei 100°C und 100 bar mit Ethylacetat:MeOH:H2O:NH3 
(25 %ig) in einem Verhältnis von 63:25:9:3 (v/v/v/v). Im Gegensatz zu der Bodenextraktion 
wurde hier nur ein Zyklus mit den folgenden Einstellungen gewählt: 5 min Heat-up, 45 min 
Hold und 10 min Discharge. Am Ende der Extraktion wurde noch 2 min mit Lösungsmittel 
und 13 min mit Stickstoff gespült. Die trockenen Proben wurden durch Verbrennungsanalyse 
am Oxidizer hinsichtlich der nicht-extrahierbaren Radioaktivität untersucht. 
 
3.3 Beschreibung der Versuchsansätze mit Boden und 
Boden/Pflanzen 
3.3.1  Stationäre Systeme 
Für alle Ansätze ohne Pflanzenbewuchs wurden einheitliche stationäre Systeme verwendet. 
Eine unterschiedliche Versuchsanordnung ergab sich für die Untersuchung von SDZ und DIF 
hinsichtlich der Boden-Pflanzensysteme (siehe Abb. 3.2). 
Die für SDZ und DIF verwendeten stationären Systeme ohne Pflanzenbewuchs 
bestanden aus 250 ml Schottflaschen. Verschlossen wurden die Flaschen durch 
Gewindedeckel mit Öffnung und entsprechender Teflondichtung, in denen Schornsteine mit 
15 g Natronkalk (NaOH/Ca(OH)2) befestigt wurden. Der Natronkalk diente zum Auffangen 
von frei werdendem 14CO2, das bei der Mineralisation der markierten Verbindungen entsteht. 
Die seitliche Öffnung der Schornsteine war während der Inkubation mit Parafilm 
verschlossen. 
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Abbildung 3.2: links: stationäres System für die Durchführung der Inkubationsversuche; 
rechts: Pflanzenkammern für die Durchführung der Inkubationsversuche mit SDZ und Mais. 
 
 
Für die SDZ-Studien der Boden-Pflanzensysteme wurde für jeden Inkubationszeitpunkt eine 
Pflanzenkammer verwendet, in der Platz für 3 Töpfe mit Maispflanzen waren. Die Kammern 
waren luftdicht verschlossen. Über einen Lufteinlass wurde durchgängig mit Hilfe einer 
Pumpe Luft in das System gepumpt. Die so in das System gepumpte Luft konnte dieses durch 
Öffnungen im Deckel der Kammern verlassen, die wiederum durch Schornsteine mit 
Natronkalk verschlossen wurden. So konnte das freigesetzte 14CO2, welches nicht von den 
Pflanzen aufgenommen wurde, in den CO2-Fallen adsorbiert werden. 
Aufgrund der geringen Menge an vorliegendem 14C-DIF und der Erfahrungen mit den 
Pflanzenansätzen der SDZ-Studien, sowie der Ergebnisse der Studie mit DIF ohne Gülle, 
wurde im Falle der DIF-Ansätze mit Gülle nur für einen Inkubationszeitpunkt (56 Tage) 
Boden-Pflanzensysteme angesetzt. Hier wurde auf eine geschlossene Pflanzenkammer 
verzichtet, da aufgrund von Vorversuchen mit einer sehr geringen Mineralisation gerechnet 
wurde. 
Die Boden-Pflanzensysteme wurden bei 20°C und einem Tag/Nacht-Zyklus von 16/8 h 
(HQI-Lampen) inkubiert. Alle 2 Tage wurden die Pflanzen mit Leitungswasser gegossen, 
sodass eine konstante Bodenfeuchte gehalten werden konnte. Bis auf die Maispflanzen 
wurden die Proben frei von jeglichem Bewuchs gehalten. 
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3.3.2 Applikation & Ansätze 
3.3.2.1 Sulfadiazin & Difloxacin 
Vor der Applikation aller Inkubationsversuche wurde der bei 4°C gelagerte Boden bei 
Raumtemperatur luftgetrocknet und auf 2 mm gesiebt. 
Für die Systeme ohne Pflanzenbewuchs wurden jeweils 100 g Boden in 250 ml 
Schottflaschen eingewogen. Die Testsubstanzen, die in MeOH gelöst vorlagen wurden mit 
Hilfe einer Mikroliterspritze gleichmäßig auf den Boden getropft. Aufgrund der hohen 
spezifischen Aktivität des 14C-SDZ und der zu applizierenden Konzentration von SDZ setzte 
sich die Applikationslösung aus einem Teil 14C-markiertem und einem Teil unmarkiertem 
12C-SDZ zusammen. Da das hier verwendete 14C-DIF eine geringere spezifische Aktivität 
aufwies und es in einer geringeren Konzentration eingesetzt werden sollte, bestand die 
Applikationslösung aus reinem 14C-markiertem DIF. Die Konzentrationen und 
Zusammensetzungen der applizierten Testsubstanzen können Tabelle 3.2 entnommen 
werden. Bei den hier eingesetzten Konzentrationen handelt es sich um die maximale Menge 
an Antibiotika, die bei ordnungsgerechter Gülledüngung auf ein Feld gelangen können. Hier 
wurden neben der auszubringenden Menge an Gülle auch Applikationsdosis und 
Ausscheiderate der Verbindungen berücksichtigt. 
 
Tabelle 3.2: Zusammensetzung der Applikationslösung für SDZ und DIF pro 100 g Boden. 
Ansatz Stoffmenge [mg] Radioaktivität 
[MBq] gesamt davon 12C 
SDZ 0,950 0,903 0,42 
DIF ohne Gülle 0,009 - 0,04 
DIF mit Gülle 0,085 - 0,42 
 
 
Nachdem das Lösungsmittel der Applikationslösung verdampft war, wurden die 
Schottflaschen verschlossen und durch Schütteln homogenisiert. Im Anschluss wurde mit 
Gülle (5% TG) und Wasser die Bodenfeuchte auf 30% der WHKmax eingestellt. Die 
Konzentration der Gülle im Boden orientierte sich an der üblichen landwirtschaftlichen 
Praxis, sodass pro kg Boden 40 g Gülle vorlagen. Bei den Ansätzen mit DIF ohne Gülle wurde 
statt Gülle ausschließlich Wasser verwendet. Die feuchten Bodenproben wurden erneut 
homogenisiert und mit Deckeln inklusive Schornsteinen verschlossen. 
Die Boden-Pflanzensysteme wurden wie beschrieben angesetzt. Unterschiedlich 
waren die verwendeten Mengen an Boden. Statt 100 g Boden wurde für den Inkubationstag 7 
jeweils 600 g und die darauffolgenden Tage je 1 kg Boden eingesetzt. Nach Einstellung der 
Bodenfeuchte mit Wasser und/oder Gülle wurde der Boden in Pflanzentöpfe gefüllt. 
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Anschließend wurde pro Topf eine 7 Tage alte Maispflanze eingepflanzt. Die Töpfe der SDZ-
Studien wurden in die oben beschriebenen Pflanzenkammern gestellt. Nach dem 
Verschließen der Kammern wurden diese an die Pumpe angeschlossen und inkubiert. Für die 
Studien mit DIF wurde aus den genannten Gründen auf die Pflanzenkammern verzichtet. 
 
3.3.2.2 Sulfadiazin Re-Inkubation 
Um eine potentielle Remobilisation und Bioverfügbarkeit der nicht-extrahierbaren 
Rückstände von SDZ zu untersuchen wurden Versuche mit 14C-SDZ-inkubierten Böden 
durchgeführt. 
Bei dem für die Re-Inkubationsversuche verwendeten Boden handelte es sich um 
Boden der hier beschriebenen Versuchsreihe mit SDZ und Gülle von Inkubationstag 56. 
Dieser wurde wie in Kapitel 3.7.1 beschrieben aufgearbeitet. Teile des Bodens wurden nach 
erfolgter CaCl2 und Mikrowellen-Extraktion (MW) ebenfalls einer Huminstoffextraktion 
unterzogen. Die extrahierten Böden wurden mit unbehandeltem Boden gemischt und 
inkubiert. Zusätzlich wurden die extrahierten 14C-Humistoffe mit unbehandeltem Boden 
gemischt und inkubiert. In einem Ansatz wurde der extrahierte Boden mit Boden gemischt, 
auf dem zuvor 12C-SDZ appliziert wurde, und der für 2 Monate bei Raumtemperatur 
inkubiert wurde. Das Ziel dieses Ansatzes war herauszustellen, ob der Eintrag von SDZ in 
den Boden einen Einfluss auf die nicht-extrahierbaren Rückstände haben kann. Dies kann 
zum einen ein Selektionsvorteil für SDZ-abbauende Mikroorganismen sein, oder durch die 
Belegung von freien Sorptionsstellen erfolgen. 
 
Insgesamt wurden 4 verschieden Versuchsreihen, sowie 2 Kontrollansätze durchgeführt: 
 
(1) Unbehandelter Boden mit Mikrowellen-extrahiertem Boden 1:1 
(2) SDZ-inkubierter Boden mit Mikrowellen-extrahiertem Boden 1:1 
(3) Extrahierte Huminstoffe mit unbehandeltem Boden 
(4) Huminstoff-extrahierter Boden mit unbehandeltem Boden 1:1 
(5) Kontrolle nur Mikrowellen-extrahierter Boden  
(6) Kontrolle nur Huminstoff-extrahierter Boden 
 
Von allen Versuchsreihen wurden 3 Parallelen angesetzt. Die Bodenfeuchte wurde auf 40% 
der WHKmax eingestellt. Die Inkubation erfolgte bei 20°C im Dunkeln in 250 ml 
Schottflaschen, die wie beschrieben mit CO2-Fallen verschlossen wurden. Insgesamt wurden 
die Ansätze über einen Zeitraum von 18 Wochen inkubiert, wobei alle 6 Wochen die 
Absorptionsfallen ausgetauscht und der Natronkalk aufgearbeitet wurde. Nach 18 Wochen 
wurden die Bodenproben erneut sequentiell 2 Mal mit CaCl2 und mittels Mikrowelle 
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(Acetonitril-Wasser 1:4) extrahiert. Die getrockneten Proben wurden anschließend 
homogenisiert und Aliquote von 200 mg für die Verbrennung am Oxidizer in 
Verbrennungshütchen überführt. 
 
3.4 Aufarbeitung der Bodenproben 
Für die Aufarbeitung der Ansätze ohne Pflanzenbewuchs wurde der Parafilm von dem 
Seitenanschluss der Schornsteine entfernt und das System durch die Öffnung mit Stickstoff 
gespült. Durch den Stickstoffstrom wurde das sich im Flaschenraum befindliche CO2 durch 
die Natronkalkschicht geleitet und daran adsorbiert, sodass es beim Öffnen der Systeme 
nicht verloren ging. Anschließend wurde der Boden wie in Abschnitt 3.7 beschrieben 
behandelt. Parallel wurden Proben für die Untersuchung der mikrobiellen Aktivität sowie die 
Verbrennung am Oxidizer vorbereitet. 
 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte im speziellen der Boden der Rhizosphäre untersucht werden. 
Für die hier zu Verfügung stehende Analytik mussten größere Mengen Boden aufgearbeitet 
werden, als an reinem Rhizosphärenboden vorlagen. Aus diesem Grund wurde der Bereich 
auf den wurzelnahen Boden ausgeweitet. Hierbei handelt es sich um den Boden, der in 
unmittelbarer Umgebung zu den Wurzeln vorlag. Für die Entnahme des zu untersuchenden 
wurzelnahen Bodens wurde der Bereich um die Pflanzen mit einem Messzylinder 
ausgestochen. Durch Schütteln der Pflanzen wurde der Boden von den Wurzeln entfernt. Der 
Teil des Bodens, der sich außerhalb des Messzylinders befand, wurde als wurzelfreier Boden 
definiert und aufgearbeitet. Die Aufarbeitung erfolgte analog zur Aufarbeitung der bereits 
beschriebenen Ansätze ohne Pflanzenbewuchs. 
 
3.5 Aufarbeitung der Pflanzen 
Die Pflanzen wurden wie in Abschnitt 3.2 aufgearbeitet. Im Unterschied zu den 
Hydrokulturen wurden die Pflanzen vor der Extraktion nicht getrocknet, sondern frisch 
extrahiert. Vor der Extraktion der Wurzeln wurden mit Wasser und Zellstoff  alle Bodenreste 
entfernt. 
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3.6 Aufarbeitung des Natronkalks 
Die Menge an gebildetem 14CO2 ist ein Maß für den biologischen Abbau einer [14C]-
markierten Verbindung. Die auf den Ansätzen aufgesetzten CO2-Absorptionsfallen enthielten 
(neben Glaswolle zum Abdichten der Rohre) Natronkalk, ein NaOH/Ca(OH)2-Gemisch. Das 
in den Ansätzen gebildete CO2  und 14CO2 wurde vom Natronkalk gebunden. Die Bestimmung 
des 14CO2-Anteils im Natronkalk erfolgte nach Aufarbeitung der Ansätze in einer 
sogenannten Wendelapparatur. Dazu wurden 4 Wendeln hintereinander geschaltet und mit 
jeweils 15 ml Oxysolve gefüllt; die Wendeln waren dicht mit einem Dreihalskolben 
verbunden, in den der Natronkalk aus den Ansätzen eingefüllt wurde. Zu dem Natronkalk 
wurden 60 bis 70 ml 25%ige HCl unter Rühren zugetropft, bis der Natronkalk vollständig 
gelöst war. Das freigesetzte CO2  und 14CO2 wurde mittels eines N2-Stroms in die 
Absorptionslösung (Oxysolve) der Wendelapparatur überführt (ca. 30-45 min). Anschließend 
wurden die Wendeln in Szintillationsgefäße entleert und mit je 2 ml Oxysolve nachgespült. 
Die Proben wurden mit LSC vermessen und die Summe der gemessenen 
Radioaktivitätsmengen ergab den Anteil an 14CO2, welcher durch Mineralisierung entstanden 
war. 
 
3.7 Extraktionsmethoden 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Extraktionsmethoden eingesetzt. Diese 
richteten sich in ihrer Art und den gewählten Lösemitteln nach den Eigenschaften der zu 
untersuchenden Verbindungen. Im Folgenden werden die entsprechenden Methoden 
bezüglich der durch sie zu untersuchenden Substanzen beschrieben. 
 
3.7.1.1  Sulfadiazin 
Für die Extraktion von Sulfadiazin wurde eine sequentielle Extraktion durchgeführt. 
Hierunter versteht man mehrere aufeinanderfolgende Extraktionsschritte. Meist fängt man 
mit einer schwachen Extraktion an, gefolgt von stärkeren und erschöpfenden Methoden. In 
dieser Arbeit wurde zunächst mit CaCl2 extrahiert. CaCl2 soll das Porenwasser im Boden 
simulieren und somit eine potentiell bioverfügbare Fraktion darstellen. Als ergiebigste 
Extraktionsmethode stellte sich im Rahmen der ersten Phase die Mikrowellenextraktion 
heraus [Förster et al., 2008]. Zu Beginn der Arbeit konnte noch nicht auf eine 
Mikrowellenextraktion zurückgegriffen werden, weshalb die Bodenproben zunächst mittels 
Soxhlet extrahiert wurden. Hierbei wurde das Lösemittelgemisch an das der 
Mikrowellenextraktion angepasst. Um innerhalb des Projektes eine einheitliche Methode zu 
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verwenden, wurden die Proben mit einer Mikrowelle extrahiert, sobald diese zu Verfügung 
stand. 
Um die Unterschiede der verschiedenen Extraktionsmethoden Soxhlet und Mikrowelle 
herauszustellen, wurden Proben, die aus der ersten Phase der Forschergruppe stammten, 
beiden Methoden unterzogen. Hierdurch sollte auch ermöglicht werden, die Ergebnisse der 
ersten Phase, die mittels Soxhletextraktion erhalten wurden, mit den hier vorliegenden 
Ergebnissen vergleichen zu können [Schmidt et al., 2008; Junge et al., 2011]. 
 
3.7.1.2 Calciumchlorid (CaCl2) 
Um potentiell bioverfügbare Anteile von SDZ im Boden zu untersuchen wurden die 
Bodenproben mit CaCl2 extrahiert. Hierbei wird die Bodenlösung hinsichtlich pH und 
Zusammensetzung imitiert, weshalb diese Extraktionsmethode empfohlen wurde um die für 
Pflanzen verfügbaren Nährstoffe zu extrahieren [Groot & Houba, 1995]. Im Anschluss an 
diesen Extraktionsschritt erfolgte jeweils direkt die weiterführende Extraktion mit Soxhlet, 
Ethylacetat oder Mikrowelle. Da für die verschiedenen Extraktionen unterschiedliche 
Mengen an Boden nötig waren, wurde die CaCl2-Extraktion zunächst mit der entsprechenden 
Menge Boden durchgeführt. Soxhlet- und Ethylacetatextraktion wurden parallel 
durchgeführt, weshalb hier 100 g naturfeuchter Boden mit 250 ml 0,01 M CaCl2-Lösung 
versetzt wurden. Für die Mikrowellenextraktion wurden entsprechend 10 g Boden mit 25 ml 
0,01 M CaCl2-Lösung versetzt. Die Proben wurden dann bei 130 rpm über Nacht geschüttelt 
und anschließend für 30 min bei 15000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde abdekantiert, 
sein Volumen bestimmt und die enthaltene Radioaktivität durch Vermessen von Aliquoten 
mittels LSC bestimmt. 
 
3.7.1.3 Ethylacetat 
Ethylacetat gilt als mäßig polares Lösungsmittel. Ethylacetat-Extrakte eignen sich gut für 
spätere HPLC-Untersuchungen, da sie deutlich geringere Anteile an Störsubstanzen in 
Lösung bringen als z.B. Ethanol oder Methanol. Allerdings erfordert diese Extraktion einen 
wasserfreien Boden, um eine vollständige Benetzung mit dem nicht mit Wasser mischbaren 
Ethylacetat zu gewährleisten. Hierzu verwendet man meist wasserfreies Natriumsulfat. 
Jeweils 50 g Boden pro Versuchsansatz wurden für die Ethylacetat-Extraktion zusammen mit 
30 g wasserfreiem NaSO4 und 140 ml Ethylacetat geschüttelt und 5 min bei Raumtemperatur 
im Ultraschallbad behandelt. Es wurde dann bei 15.000 x g, 30 min zentrifugiert, der 
entstandene Überstand abdekantiert und in einem separaten Kolben gesammelt. Das Pellet 
wurde erneut in 40 ml Ethylacetat suspendiert und noch einmal 30 min bei der gleichen 
Drehzahl zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und der Vorgang ein weiteres 
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Mal wiederholt. Das Volumen des vereinten Extrakts wurde bestimmt und die Aktivität 
mittels LSC-Messung (zwei Aliquote von je 1 ml) ermittelt. Das Pellet wurde unter dem Abzug 
Luft-getrocknet und gemörsert. Dann wurden jeweils 4 Aliquote à 0,2 g für die 
Verbrennungsanalyse im Oxidizer entnommen. 
Im Anschluss an die CaCl2-Extraktion wurde ebenfalls eine Ethylacetatextraktion 
durchgeführt. Hierbei wurde die oben beschriebene Extraktion an 25 g CaCl2-extrahierten 
Boden angepasst. 
Mit den Ethylacetat-Extrakten wird zur qualitativen, wie auch zur quantitativen Analyse 
ebenfalls eine DC und HPLC durchgeführt. Hierfür wurden die Extrakte am 
Rotationsverdampfer eingeengt und in HPLC-MeOH aufgenommen. 
 
3.7.1.4 Soxhlet 
Für die Extraktion mittels Soxhletapparatur wurden 75 g Boden je Versuchsansatz des zuvor 
mit CaCl2 extrahierten Bodens in eine Soxhlet-Hülse überführt und mit einem Zellstofftuch 
abgedeckt. Mit einem Acetonitril-Wasser-Gemisch (1:4, v/v) wurde dann über 9 Stunden 
(Siedetemperatur 70°-80°C) extrahiert. Anschließend wurde der extrahierte Boden in der 
Hülse unter dem Abzug luftgetrocknet, gemörsert und homogenisiert. Man entnahm 4 
Aliquote à 200 mg des getrockneten Bodens und verbrannte sie im Oxidizer zur Bestimmung 
der nicht- extrahierbaren Rückstände. Der verbleibende Boden wurde bei -20°C aufbewahrt.  
Das Volumen des Soxhlet-Extrakts wurde bestimmt und mittels LSC-Messung (zwei Aliquote 
mit je 1 ml) die vorhandene gesamte Radioaktivität ermittelt. Daraufhin wurden mit 
geeigneten Aliquoten der Soxhlet-Extrakte zur qualitativen, wie auch zur quantitativen 
Analyse eine Dünnschicht-Chromatographie (DC) und eine Hochdruck-
Flüssigkeitschromatographie (HPLC) durchgeführt. Für die letztere Analyse wurden die 
Proben filtriert (Einmalfilter) und in HPLC-Fläschchen umgefüllt. 
 
3.7.1.5 Mikrowelle (MW) 
Da die Mikrowelle erst im Laufe des Projektes eingesetzt werden konnte und ihr Einsatz zu 
Beginn noch nicht gesichert war, wurden die Proben zunächst wie oben beschrieben mit 
CaCl2 und Soxhlet extrahiert. Hierdurch ergab sich, dass keine ausreichende Probenmenge 
mehr von Tag 0 vorlag, sodass dieser Zeitpunkt nicht durch die Mikrowelle extrahiert werden 
konnte. 
Für die Mikrowellenextraktion wurden 10 g feuchter CaCl2-extrahierter Boden mit 
einem Magnetrührfisch in die Extraktionsgefäße überführt. Nach Zugabe von 50 ml des 
Lösemittelgemisches H2O:Acetonitril (4:1, v/v) wurden die Gefäße verschlossen  und in die 
Mikrowelle gestellt. Die Steuerung der Extraktion wurde über die Temperatur durchgeführt, 
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für die sich in einem Probengefäß ein Temperaturfühler befand. Die Geschwindigkeit des 
Rührers wurde auf 100% eingestellt. In 5 min wurde die Probe auf 150°C erhitzt und dann für 
15 min gehalten. Nach dem Abkühlen der Proben wurde der Rührfisch entfernt und der 
Boden in 200 ml Zentrifugenbecher überführt. Anschließend wurde das Boden-
Lösemittelgemisch für 30 min bei 15.000 x g zentrifugiert und der Überstand abdekantiert. 
Das Volumen des Überstandes wurde bestimmt und Aliquote mittels LSC auf ihre 
Radioaktivität untersucht. Nach Trocknung und Homogenisierung des Bodens wurden 4 
Aliquote à 200 mg für die Verbrennungsanalyse am Oxidizer abgefüllt. 
 
3.7.1.6 Vergleich der Extraktionsmethoden 
Zu Beginn der Forschergruppe wurden die zu untersuchenden Bodenproben mit Soxhlet und 
einem Lösemittelgemisch von EtOH:H2O (9:1, v/v) extrahiert (vgl. Schmidt et al., Junge et 
al.). Im Laufe der Projektes setzte sich in der Forschergruppe die Extraktion mittels 
Mikrowelle und ACN:H2O (1:4, v/v) durch. Wie bereits erwähnt, stand diese Methode zu 
Beginn dieser Arbeit noch nicht zu Verfügung, weshalb zunächst auf die Soxhletextraktion 
zurückgegriffen wurde. Um sich der Extraktion mit der Mikrowelle anzunähern, wurde die 
Soxhletextraktion mit dem bei der Mikrowellenextraktion verwendeten 
Extraktionsmittelgemisch ACN:H2O durchgeführt. Zusätzlich wurden die Proben mit der 
Mikrowelle extrahiert, als diese zu Verfügung stand. Um die so im Laufe der Zeit erhaltenen 
Ergebnisse in Beziehung setzen zu können und die unterschiedlichen Methoden vergleichen 
zu können, wurden wurzelfreier Boden von Tag 28 durch die 3 unterschiedlichen 
Extraktionsmethoden (1. Soxhlet EtOH:H2O; 2. Soxhlet ACN:H2O; 3. MW ACN:H2O) 
extrahiert. Vor den spezifischen Extraktionen wurden alle Proben mit CaCl2 extrahiert. Im 
Anschluss an die sequentielle Extraktion wurde eine Huminstoffextraktion durchgeführt. 
Verbrennungsanalysen am Oxidizer wurden mit Aliquoten à 200 mg sowohl nach den 
Extraktionen ( NER), als auch nach der Huminstoffextraktion durchgeführt ( Humin & 
Minerale). 
 
3.7.2 Difloxacin 
Für die Extraktion von Difloxacin wurde keine sequentielle Extraktion durchgeführt und 
ausschließlich mit der sogenannten „accelerated solvent extraction“ (ASE), also einer 
beschleunigten Extraktion mit Lösemitteln extrahiert. 
Vorversuche in denen mit 0,01 M CaCl2-Lösung extrahiert wurde haben gezeigt, dass 
durch diese Methode (vgl. SDZ) kein Difloxacin aus den Bodenproben extrahiert werden 
konnte. Aus diesem Grund wurde auf diesen Schritt verzichtet. 
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3.7.2.1 ASE 
Das Prinzip der ASE ist mit dem eines Schnellkochtopfes zu vergleichen. Die Probenmatrix 
wird bei hohem Druck und hohen Temperaturen extrahiert. Der Vorteil des hohen Druckes 
liegt darin, dass Temperaturen auch oberhalb des Siedepunktes des Lösemittelgemisches 
eingesetzt werden können. 
In die Extraktionshülsen wurde zunächst ca. 100 g Sand (Körnung 0,71 mm) gefüllt 
und dieser mit einer Lage Glaswolle abgedeckt. Auf die Glaswolle wurde anschließend 50 g 
des naturfeuchten Bodens gegeben. Nach einer weiteren Schicht Glaswolle wurden die 
Extraktionsgefäße mit einem Rundfilter verschlossen und in den vorgeheizten 
Speedextraktor überführt. Als Extraktionstemperatur und –druck wurden 100°C und 100 bar 
gewählt. Bei dem eingesetzten Lösemittelgemisch handelte sich um 
Ethylacetat:MeOH:H2O:NH3 (25 %ig) in einem Verhältnis von 63:25:9:3 (v/v/v/v). 
Extrahiert wurde in 4 aufeinander folgenden Zyklen, deren Einstellungen in Tabelle 3.3 
gezeigt sind. 
 
Tabelle 3.3: Einstellungen der Zyklen für die ASE von Difloxacin. 
Zyklus Heat-up 
[min] 
Hold 
[min] 
Discharge 
[min] 
1 5 45 10 
2 1 30 10 
3 1 5 10 
4 1 5 10 
 
 
Jeder Zyklus besteht aus einer Aufwärmphase (heat-up), einer Phase in der die eingestellte 
Temperatur und der Druck gehalten werden (hold) und schließlich der Phase, in der die 
Extraktionshülsen geleert werden (discharge). Nach jedem Zyklus wurden die Auffanggefäße 
des Extraktionsmittels ausgetauscht, das Volumen bestimmt und der Gehalt an 
Radioaktivität mittels LSC bestimmt. Aufgrund des im Boden vorliegenden Wassers, welches 
im ersten Zyklus mit extrahiert wurde, kam es der Ausbildung von 2 Phasen. Durch Zugabe 
von 5 ml MeOH konnte diese Phasentrennung aufgehoben werden. Im Anschluss an den 4. 
Zyklus wurden die Extraktionsgefäße für 2 min mit Extraktionsmittel gespült und 
anschließend für 13 min mit Stickstoff. Die durch den Stickstoff getrockneten Bodenproben 
wurden homogenisiert und 4 Aliquote à 0,2 g für die Verbrennung am Oxidizer abgefüllt. 
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3.8 Bodenfraktionierung 
Jene Anteile an Radioaktivität, die nach dem letzten Extraktionsschritt (Soxhlet, MW, ASE) 
in den Bodenproben verblieben, wurden durch weiterführende Methoden untersucht.  
 
3.8.1  Huminstofffraktionierung 
In Abbildung 3.3 ist das allgemeine Schema dargestellt, nach dem die Fraktionierung des 
Bodens in seine Huminstofffraktionen erfolgte. 
 
 
Abbildung 3.3: Schema der Huminstofffraktionierung des Bodens. 
 
 
Für die Untersuchung der nicht-extrahierbaren Rückstände innerhalb der 
Huminstofffraktionen wurden 30 g des nach dem letzten Extraktionsschritt verbliebenen, 
getrockneten Bodens in Zentrifugenbecher überführt und mit 200 ml 0,5 M HCl, 5 min in 
einem Wasserbad bei 60°C geschüttelt. Anschließend wurde bei einer Temperatur von 10°C, 
30 min bei 15.000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde abdekantiert und die Extraktion 
mit HCl analog wiederholt. Die Überstände wurden vereinigt, das Volumen bestimmt und die 
enthaltene Radioaktivität durch Vermessen von Aliquoten à 1 ml ermittelt. Auf diese Weise 
erhielt man Informationen über die HCl-löslichen Anteile sowie die unlöslich gebliebene 
mineralische Fraktion und Huminstoff-Fraktion. Letztere wurde, wie nachfolgend 
beschrieben in weitere Bestandteile (Humine, Huminsäuren, Fulvinsäuren) aufgetrennt 
(Hayes, 1970; Thurman & Malcom, 1983; Russel et al., 1983; Hatcher et al., 1981). Ein 
weiterer Grund für die Vorbehandlung mit HCl war der größere Anteil an Huminstoffen, der 
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nach einer Vorbehandlung mit HCl gewonnen wird. So werden durch die Säure-Kationen der 
Ton-Kationen-Huminstoff-Bindungen entfernt und die Huminstoffe können durch die 
anschließende Behandlung mit NaOH extrahiert werden [Ahmed et al., 2002]. 
Das Pellet, das nach der Extraktion mit HCl erhalten wurde, wurde mit 200 ml 0,5 M 
NaOH, 40 h bei Raumtemperatur geschüttelt. Danach wurde die Probe bei 15.000 x g und 
10°C zentrifugiert, der Überstand gesammelt und dessen Radioaktivität vermessen. 
Der verbliebene Boden wurde Luft-getrocknet, gemörsert und homogenisiert. Dann 
wurden wiederum 4 Aliquote (à 200 mg) pro Ansatz im Oxidizer verbrannt, um die an 
Humine und Minerale gebundenen Anteile an Radioaktivität zu erfassen.  
Der Überstand der NaOH-Behandlung enthielt nun Humin- und Fulvinsäuren. Um 
diese zu trennen, wurde der Überstand mit HCl konz. auf einen pH von 1 eingestellt und über 
Nacht bei Raumtemperatur belassen. Dabei fielen die säureunlöslichen Huminsäuren aus 
und sedimentieren. Die Probe wurde zentrifugiert und der Überstand vorsichtig abgegossen. 
In diesem Überstand befanden sich die löslichen Fulvinsäuren, die mit Hilfe LSC auf ihre 
Radioaktivität hin vermessen und dann über XAD-Säulen gereinigt wurden. 
Das entstandene Pellet mit der Huminsäure-Fraktion wurde in 0,5 M NaOH rückgelöst und 
Aliquote à 100 µl mittels LSC vermessen. Somit bestimmte man den Anteil an Radioaktivität, 
welcher an Huminsäuren gebundenen vorlag. (Rice & MacCarthy, 1990) 
 
3.8.1.1 Aufreinigung der Fulvinsäuren 
Die Säulenchromatographie nutzt die unterschiedlich starke Adsorption von Verbindungen 
an eine feste Matrix, das sogenannte Adsorbens. Diese stationäre Phase wird in eine 
Chromatographiesäule eingefüllt und das zu trennende Gemisch auf das obere Ende 
aufgegeben. Die Substanzen werden dann mittels einer mobilen Phase, einem organischen 
Lösungsmittel oder Lösungsmittelgemisch, von der Säule eluiert. Die zu trennenden 
Verbindungen „wandern“ dabei aufgrund ihrer verschieden starken Adsorption an die feste 
Matrix unterschiedlich schnell durch die Säule und treten am unteren Ende aufgetrennt in 
Fraktionen aus. 
Da die erhaltene Fulvinsäure-Fraktion mit Größenausschluss-Chromatographie an 
der HPLC untersucht werden sollte, musste diese Fraktion zuvor aufgereinigt werden. 
Dies geschah mit Hilfe einer XAD-7 Säulenchromatographie. XAD-7 sind Acrylsäureester mit 
einer mittleren Polarität. Sie sind damit etwas hydrophiler als Kopolymerisate aus Styrol und 
Divinylbenzol (XAD-2 & XAD-4). XAD-7 hat eine Porengröße von 80 Å und eine große 
Kapazität für Fulvinsäuren. Es ist geeignet um diese aus wässrigen Lösungen zu 
konzentrieren und zu isolieren (Aiken et al., 1979; Thurman & Malcom, 1983).Vor dem 
Einsatz des XAD-Harzes musste dieses zunächst gereinigt und aktiviert werden. Hierfür 
wurde das Harz in 0,1 M NaOH-Lösung überführt. Über einen Zeitraum von 5 Tagen wurde 
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das Harz einmal täglich geschüttelt, der Überstand abdekantiert und mit neuer NaOH-
Lösung aufgefüllt. Anschließend wurde das Harz in einer Soxhletapparatur sequentiell mit 
Methanol, Diethylether, Acetonitril und erneut mit Methanol für jeweils 24 Stunden 
extrahiert. Das so behandelte XAD-7 wurde in Schottflaschen aus Braunglas bis zur weiteren 
Verwendung bei Raumtemperatur gelagert. 
Die gesamte Fulvinsäure-Fraktion (ca. 130 ml) wurde auf eine 20 cm lange XAD-7-
Säule (ø 2 cm) gegeben. Von der während der Auftragung unten aufgefangenen Phase 
wurden das Volumen und die erhaltene Radioaktivität bestimmt; die Phase wurde dann 
verworfen. Man spülte die Säule anschließend mit 12 ml Wasser, bestimmte 
Elutionsvolumen, und vermaß den Gehalt an Radioaktivität; auch diese Phase wurde 
verworfen. Dann wurde die Säule mit 20 ml NaOH-Lösung und weiteren 60 ml H2O gespült. 
Diese Fraktion wurde aufgefangen, ihr Volumen bestimmt, und auf Radioaktivität 
vermessen. Dann wurde die gesamte Fraktion auf eine 16 cm lange XAD-Säule (ø 2 cm) 
gegeben. Das direkt auslaufende Volumen und der Gehalt an Radioaktivität wurden ebenfalls 
erfasst. Dann wurde die Säule mit 11 ml H2O gespült. Die Elution der Fulvinsäuren erfolgte 
im letzten Schritt noch einmal mit 16 ml NaOH-Lösung und 48 ml H2O. Die nun erhaltene 
Fraktion (NaOH-Lösung + Wasser) wurde ebenso wie die anderen volumetrisch und auf 
Radioaktivität vermessen. Anschließend wurde sie über 24-48 h an einer Lyophylle 
gefriergetrocknet (Mantoura & Riley, 1975; Abbt-Braun, 1987; Zwiener et al., 1999). 
Das Lyophyllisat der aufgereinigten Fulvinsäure-Fraktion wurde in 1 ml Kaliumcarbonat-
Puffer (5 g/l) aufgenommen, filtriert (Einmalfilter) und in HPLC-Fläschchen gefüllt. 
 
3.8.1.2 Größenfraktionierung der Fulvinsäuren 
Die aufgereinigten Fulvinsäuren wurden an einem HPLC-System mittels 
Größenausschlusschromatographie (HPLC-SEC) weiter untersucht. Die genaue Beschreibung 
der Methode findet sich in Abschnitt 3.7.3.3. 
Zusätzlich wurden die verschiedenen Größenfraktionen, die bei der SEC detektiert 
wurden, getrennt aufgesammelt, um mit ihnen weitere Untersuchungen durchzuführen. 
Hierfür wurden von jeder Probe jeweils 4 – 5 Läufe Einspritzungen durchgeführt und die 
jeweiligen Fraktionen gesammelt aufgefangen. Anschließend wurden die Fraktionen am 
Rotationsverdampfer eingeengt und 1 ml Methanol zum zurückgebliebenen K2CO3 
hinzugegeben. Der Überstand wurde in ein 2 ml Zentrifugenröhrchen überführt. Das 
restliche K2CO3 wurde erneut mit 0,5 ml MeOH gewaschen und die beiden Überstände 
vereinigt. Das Zentrifugenröhrchen mit dem MeOH wurde für 15 min bei 14.000 x g 
zentrifugiert und der Überstand in ein HPLC-Vial überführt. Das Methanol wurde im N2-
Strom entfernt und der Rückstand in 0,5 ml MeOH gelöst. Für eine anschließende HPLC-
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Analytik wurde dieser Schritt wiederholt, wobei der Rückstand im letzten Schritt in 150 µl 
MeOH gelöst wurde. 
 
3.8.2  Partikelfraktionierung  
Eine andere Fraktionierung der nicht-extrahierbaren Rückstände erfolgte hinsichtlich der 
Korngrößenfraktionen des Bodens. So wurde der extrahierte Boden in Sand- (2 mm – 63 
µm), Schluff- (63 µm – 2 µm) und Tonfraktionen (≤ 2 µm) getrennt (siehe Abb. 3.4). Dieser 
Fraktionierungsschritt wurde nur für die Ansätze mit Difloxacin und Gülle durchgeführt. 
Hierzu wurden 20 g trockener Boden mit 100 ml Wasser in eine 250 ml Schottflasche 
überführt, welche in ein Becherglas mit Eis gestellt wurde. Die Bodenprobe wurde dann für 
10 min und bei einem Energieeintrag von 22 kJ mit einer Ultraschallsonde behandelt [Morra 
et al., 1991]. Anschließend wurde die Sandfraktion mittels nasser Siebung über ein 
Siebgewebe von der Schluff- und Tonfraktion getrennt. Der nach mehrmaligem Waschen mit 
Wasser gewonnene Sand wurde bei 40°C über Nacht getrocknet. Nach dem Trocknen wurden 
4 Aliquote à 200 mg in Verbrennungshütchen überführt. Durch Verbrennung am Oxidizer 
und Vermessung mittels LSC konnte die mit der Sandfraktion assoziierte Radioaktivität 
bestimmt werden. 
Die im Wasser der Siebung vorliegende Schluff- und Tonfraktionen wurden mittels 
Zentrifugation voneinander getrennt. Zunächst wurde das Wasser-Schluff-Ton-Gemisch bei 
150 x g für 5 min zentrifugiert. Hierbei verblieb die Tonfraktion im Überstand und wurde in 
einen zweiten Zentrifugenbecher dekantiert. Die Trennung des Tons vom Wasser erfolgte 
durch 30 minütiges Zentrifugieren mit 3900 x g. Die im ersten Zentrifugenbecher 
vorliegende Schlufffraktion wurde 3 Mal mit jeweils 30 ml Wasser gewaschen, anschließend 
mit 150 x g für 5 min zentrifugiert und die Überstände mit der Tonfraktion vereinigt.  
Schluff- und Tonfraktionen wurden in 250 ml Rundkolben überführt, mit flüssigem Stickstoff 
eingefroren und an der Lyophylle gefriergetrocknet. 
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Abbildung 3.4: Schema zur Auftrennung des Bodens in seine Sand-, Schluff- und 
Tonfraktionen. 
 
 
3.9 Reduktase-Aktivität (DMSO-Test) 
Um die mikrobielle Aktivität im Boden zu messen wurde ein DMSO-Reduktase-Test 
durchgeführt. 
 
Testprinzip: 
Wie der Name sagt, beruht das Testprinzip des DMSO-Tests auf der Reduktion von 
Dimethylsulfoxid (DMSO) zu Dimethylsulfid (DMS). Diese Reaktion kann im Boden von 
Bakterien und Pilzen durch folgende Reaktion erfolgen: 
 
(CH3)2SO + 2 H+ + 2 e− → (CH3)2S + H2O 
 
Das so entstehende DMS ist gasförmig und kann mittels Gaschromatographie gemessen 
werden. Aus der Literatur ist bekannt, dass die DMSO-Reduktase im Boden gut mit der 
Wärmeabgabe und Arginin-Ammonifikation, sowie dem organischen Anteil im Boden 
korreliert [Alef & Kleiner, 1989]. 
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Durchführung: 
Für die Durchführung des DMSO-Tests wurde in 5 Parallelen 1 g naturfeuchter Boden in 20 
ml Schraubdeckelgläser gewogen. Nach Zugabe von 200 µl einer 5 %iger wässrigen DMSO-
Lösung wurden die Fläschchen gasdicht verschlossen und für 24 h bei 27°C im Dunklen 
inkubiert. Nach 24 h wurden 100 µl aus dem Gasraum der Fläschchen mittels einer 
gasdichten Spritze in das GC injiziert und gaschromatografisch analysiert. Durch eine vorab 
angelegte Kalibrationskurve konnte die in der Gasphase vorliegende DMS-Konzentration 
bestimmt werden. Die Kalibration wurde an jedem Messtag wie folgt durchgeführt: 
 
20 µl einer reinen DMS-Lösung wurden in eine 100 ml Flasche mit Septum überführt und 
verschlossen. Anschließend wurde die Flasche für 10 Minuten bei 37°C erwärmt, wodurch 
das DMS in die Gasphase überging. Aus der Gasphase wurde anschließend in 3 Parallelen  
mit einer gasdichten Spritze 25, 50 und 100 µl in 20 ml Schraubdeckelgläser mit gasdichten 
Septen überführt. Aus den Fläschchen der verschiedenen DMS-Konzentrationen wurden 
dann jeweils 100 µl in einen GC mit FID- und MS-Detektor eingespritzt. Über die 
Peakflächen und Konzentrationen konnte die Kalibrationsgerade erstellt werden. 
 
GC-Bedingungen: 
Gerät:     HP5890 Series II 
Säule:     HP5 (5% Methyl Silicone Gum; Dimensionen: 30 m x 0,2 mm x  
0,33 µ m Filmdicke) 
Split-Injektion:   Split-Verhältnis 20:1 
Temperaturprogramm:  Isotherm 100°C 
Detektor (FID):   300°C 
Injektor:    200°C 
Säulenkopf-Druck:   0,14 bar 
Gesamt-Fluss:   22,6 ml/min 
 
Von den Proben wurden mit einer gasdichten Spritze im Abstand von 45 s jeweils 100 µl aus 
der Gasphase in den GC injiziert. Nach der erfolgten Messung wurden die Probengläschen 
geöffnet und bei 105°C über Nacht im Trockenschrank getrocknet. Nach Abkühlen im 
Exsikkator wurden die Fläschchen gewogen, um so das Trockengewicht des Bodens zu 
bestimmen. Die DMSO-Reduktion wird am Ende als Menge gebildetes DMS pro h und g 
Boden Trockenmasse angegeben: 
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DMSO−Reduktionsrate = 
mDMS x VGas 
T x VGC x TG 
 
mDMS = Masse des entstandenen DMS [g] 
VGas = VFlasche - VEinwaage = Volumen des freien Gasraumes in der Flasche 
t = Inkubationszeit [h] 
VGC = eingespritztes Volumen [µl] 
TG = Trockengewicht des Bodens [g] 
 
3.10 Analytische Methoden 
3.10.1  Bestimmung der nicht-extrahierbaren Rückstände (NER) 
Zur Bestimmung des noch in den verschiedenen Bodenproben enthaltenen Anteils an 
gebundener Radioaktivität wurden die Proben an der Luft getrocknet und die 
Gesamttrockenmasse durch Wägung bestimmt. Anschließend wurden Aliquote des Bodens 
eingewogen (à 200 mg) und im Oxidizer verbrannt. Die Radioaktivität wurde mit Hilfe des 
Scintillationszählers bestimmt. 
Vor Beginn einer Verbrennungsserie musste der Oxidizer kalibriert und der 
entsprechende Kalibrationsfaktor bestimmt werden. Die Kalibrierung diente gleichzeitig zur 
Überprüfung der Dichtigkeit des Gerätes. 
 
Ermittlung des Kalibrationsfaktors: 
1. Drei Nullverbrennungen ohne Probenmaterial zur Überprüfung, ob von den 
vorhergehenden Verbrennungen Rückstände im Oxidizer verblieben waren. 
2. Drei Leerverbrennungen (LV): Es wurden ca. 100 mg Zellstoff im Oxidizer verbrannt 
und die Radioaktivität durch LSC-Messung bestimmt. Die Hintergrundradioaktivität 
gilt als Nullwert. 
3. Drei Standards (ST): Dabei wurden ca. 10.000 dpm Verbrennungsstandard direkt in 
ein Scintillationsgefäß gegeben, dieses wurde an den Oxidizer gehängt und ein 
Verbrennungszyklus gestartet. Die aufgefangene Aktivität wurde wieder mittels LSC-
Messung bestimmt. 
4. Drei Standardverbrennungen (STV): Jeweils 10 µl (ca. 10000 dpm) 
Verbrennungsstandard werden mit 100 mg nativer Cellulose in ein 
Verbrennungshütchen gegeben, im Oxidizer verbrannt und dann die Aktivität bestimmt. 
Aufgrund der genau bemessenen Zugabe des Standards dienten diese Verbrennungen 
der Eichung und Überprüfung der Dichtigkeit des Oxidizers. 
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5. Während der Probenverbrennung wurde nach etwa jeweils 12 Proben eine 
Standardverbrennung durchgeführt um die Dichtigkeit des Gerätes zu überprüfen und 
somit die Gleichheit der Probenverbrennung zu gewährleisten. 
 
Die Bedingungen für die Verbrennung am Oxidizer können Tabelle 3.4 entnommen werden. 
 
Tabelle 3.4: Bedingungen für die Verbrennung am Oxidizer. 
Temperatur im Verbrennungsraum 900°C 
Temperatur im Katalysatorraum 680°C 
Stickstoffstrom 350 ml/min 
Sauerstoffstrom 350 ml/min 
14C-Einstellung Verbrennungszyklus: 4 min 
 
 
Für die Auswertung wurde von jeder einzelnen Probe der Mittelwert der Leerverbrennungen 
subtrahiert. Der resultierende Wert wurde dann mit dem Kalibrationsfaktor (zwischen 0,90 
und 1,10) multipliziert.  
Für den Kalibrationsfaktor galt: 
 
F = 
(ØST − ØLV ) 
(ØSTV − ØLV ) 
 
 
Die Summe der Messwerte jeder individuellen Probe wurde auf das entsprechende 
Bodentrockengewicht umgerechnet und ergab so die jeweilige Menge an insgesamt im Boden 
enthaltener Radioaktivität. Der Vergleich mit der Applikationsmenge ergab den prozentualen 
Anteil an nicht-extrahierbarer Radioaktivität. 
 
3.10.2  Dünnschichtchromatographie (DC) 
Die Dünnschicht-Chromatographie (DC, oder Thin-Layer-Chromatographie TLC) ist eine 
Methode zur Auftrennung von Substanzgemischen. Die Trennung der einzelnen Phasen 
erfolgt dabei an der Grenzfläche zwischen einer mobilen und einer stationären Phase. Die 
Substanzen, die sich bevorzugt in der mobilen Phase aufhalten, wandern schneller als die 
übrigen Substanzen. Für die qualitative Analyse werden die Strecken verwendet, welche die 
Komponenten und das Laufmittel zurücklegen. Die Mittelpunkte der Substanzflecken sowie 
die Laufmittelfront werden gekennzeichnet. Die Strecke, welche die Substanz zurückgelegt 
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hat, wird durch die des Laufmittels geteilt und man erhält den sogenannten 
Retentionsfaktor: 
 
Rf(A) = SA/SLM  
 
Bei einem Rf-Wert von Null läuft der Analyt überhaupt nicht, bei einem Rf-Wert von 1 
läuft er mit der Laufmittelfront. Trägt man Referenzsubstanzen mit auf die DC-Platte auf, 
kann man mit Hilfe dieser Co-Chromatographie die Substanzen identifizieren. 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden nur die Proben der Sulfadiazinansätze 
dünnschichtchromatografisch untersucht. Dünnschichtuntersuchungen der 
Difloxacinansätze lieferten keine reproduzierbaren Ergebnisse (siehe Anhang A). 
 
Für die DC-Analytik wurden von den Extrakten der Soxhlet- und Ethylacetat-Extraktion  
5.000 bis 10.000 dpm mit einer Linomat IV Auftragsmaschine (Camag Berlin) in 1 cm 
breiten Banden auf Kieselgel-Fertigplatten (Schichtdicke: 0,25 mm) aufgetragen. Durch 
Auftragen (5-10 µg) von inaktiven Referenzsubstanzen (SDZ, N-Acetyl-SDZ und 4-Hydroxy-
SDZ) konnte anhand von Fluoreszenzauslöschung unter UV-Licht (254 nm) die Lage des 
Ausgangswirkstoffes, sowie der polaren Metaboliten und weniger polaren Metaboliten 
festgestellt werden. 
Die Platten wurden in Chloroform:Methanol (9:1, v/v) bei Raumtemperatur und 
Kammersättigung entwickelt. Die Laufstrecke der Proben betrug 13 cm. 
Die aufgetrennten 14C-markierten Substanzen wurden am Radio-DC-Scanner 
vermessen und quantifiziert. Die Auswertung der Chromatogramme erfolgte mit einer 
Computersoftware. Anschließend erfolgte eine weitere Auswertung auf der Basis des 
Phosphor-Imaging. Dazu werden jeweils zwei  getrocknete DC-Platten in einer Kassette mit 
einer Fotoplatte für ca. 62 Stunden abgedeckt. Diese Fotoplatte enthält in einer organischen 
Beschichtung eine feinkristalline Verteilung von Europiumionen innerhalb eines BaFBr-
Gitters. Hochenergetische Strahlung (Röntgen- oder UV-Licht, β- oder γ-Strahlung) kann ein 
Außenelektron der EU2+-Ionen anregen, das unter Bildung eines BaFBr-Komplexes 
eingefangen wird. Gleichzeitig wird Eu2+ zu Eu3+ oxidiert. Der BaFBr-Komplex kann Licht der 
Wellenlänge eines He-Ne-Lasers (633 nm) absorbieren, der die belichtete Filmplatte 
abtastet, mit der Folge, dass das eingefangene Elektron auf den Grundzustand zurückfällt 
und Eu3+ zu Eu2+ reduziert wird. Bei diesem Energieübergang werden Photonen freigesetzt 
(390 nm). Die Intensität der Lichtemission wird mit einem Fotomultiplier als Ortsfunktion 
des abtastenden Laserstrahls quantifiziert und ist der ursprünglichen 
Radioaktivitätsverteilung auf der Dünnschichtplatte proportional. Durch die Software PC-
Bas werden die Radiosignale in ein TLC-übliches Chromatogramm umgerechnet. Um die 
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Hintergrundbelastung der Platte möglichst gering zu halten wird die Kassette mit der 
Fotoplatte und den DC-Platten in einer Bleikammer belichtet. 
Nach dem Einscannen wurde die Fotoplatte in dem sogenannten Eraser wieder gelöscht, 
um sie so für die nächste Belichtung mit DC-Platten bereit zu machen. 
 
3.10.3  Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) 
Bei der HPLC handelt es sich um eine Flüssigchromatographie, die bei hohem Druck erfolgt. 
Der hohe Druck ist hier erforderlich, da die stationäre Phase aus einem sehr feinkörnigen 
Material besteht, wodurch eine hohe Trennleistung erreicht wird. In der Regel handelt es sich 
bei dem Säulenmaterial um Kieselgel, welches mit C18-Silylalkylketten modifiziert ist 
(reversed phase, RP). Die stationäre Phase kann je nach Eigenschaften des zu 
untersuchenden Analyten mit unterschiedlichen funktionellen Gruppen modifiziert werden, 
um so eine optimale Trennung zu erreichen. Die Trennung erfolgt meist hinsichtlich der 
chemisch-physikalischen Wechselwirkungen zwischen stationärer Phase und den Analyten. 
Eine andere Möglichkeit der Trennung ist bezüglich der Molekülgröße der zu 
untersuchenden Substanzen. Das Säulenmaterial kann, wie bei der in dieser Arbeit 
verwendeten Säule, aus einem sulfonierten Styrol-Divinylbenzol-Copolymer-Netzwerk 
bestehen. 
 
3.10.3.1  Radio-HPLC 
Die qualitative und quantitative Radioanalytik erfolgte in dieser Arbeit an einer 1100 HPLC-
Anlage von Hewlett Packard. Diese war mit einem UV-DAD und einem Radiodetektor mit 
einer Flüssigmesszelle der Firma Raytest ausgestattet. 
Für die beiden untersuchten Verbindungen wurden unterschiedliche Säulen, 
Laufmittel sowie Gradientenprogramme verwendet, die im Folgenden beschrieben werden. 
 
Sulfadiazin: 
Für die HPLC-Analytik von SDZ und seinen Metaboliten wurde die Säule Synergi Fusion 
(Partikelgröße 4µ, Länge 250, Durchmesser 4,60 mm) der Firma Phenomenex verwendet. 
Als Laufmittel wurde Wasser mit 2% Methanol und 0,1% Phosphorsäure 25%ig (Laufmittel 
A) und Methanol (Laufmittel B) eingesetzt. Das Zeit- und Gradientenprogramm kann Tabelle 
3.5 entnommen werden. 
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Tabelle 3.5: Zeitprogramm der Gradientenelution für die HPLC-Analyse von SDZ. Laufmittel 
A: Wasser + 2% MeOH + 0,1% H3PO4; Laufmittel B: MeOH. 
Zeit % A % B Dauer 
0 100 0 0 
3 100 0 3 
23 43 57 20 
28 0 100 5 
35 100 0 7 
40 100 0 5 
 
 
Die Messungen erfolgten bei einer Flussrate von 0,8 ml/min. Ab Minute 1 wurde für 29 min 
Szintillationscocktail mit einer Flussrate von 2,7 ml/min zugeführt. Die Temperatur des 
Säulenofens wurde auf 25°C eingestellt. Im UV-Bereich erfolgte die Detektion bei 
Wellenlängen von 266 nm und 271 nm. Als nicht markierte Standards wurden SDZ, N-
Acetyl-SDZ und 4-OH-SDZ in MeOH gelöst verwendet. 
 
 
Difloxacin: 
Für die HPLC-Analytik von DIF und seinen Metaboliten wurde die Säule Synergi Fusion 
RP80 (Partikelgröße 4µ, Länge 250, Durchmesser 4,60 mm) der Firma Phenomenex 
verwendet. Als Laufmittel wurde Wasser mit 1 mM Ammoniumacetat und 0,5% Essigsäure 
(Laufmittel A) und Acetonitril mit 0,1% Ameisensäure (Laufmittel B) eingesetzt. Das Zeit- 
und Gradientenprogramm kann Tabelle 3.6 entnommen werden. 
 
Tabelle 3.6: Zeitprogramm der Gradientenelution für die HPLC-Analyse von DIF. Laufmittel 
A: Wasser + 1 mM Ammoniumacetat + 0,5% HCOOH; Laufmittel B: Acetonitril + 0,1% 
HCOOH. 
Zeit % A % B Dauer 
0 95 5 0 
5 95 5 5 
20 50 50 15 
23 25 75 3 
28 0 100 5 
33 0 100 5 
35 95 5 2 
40 95 5 5 
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Die Messungen erfolgten bei einer Flussrate von 0,9 ml/min. Ab Minute 5 wurde für 25 min 
Szintillationscocktail mit einer Flussrate von 2 ml/min zugeführt. Die Temperatur des 
Säulenofens wurde auf 26°C eingestellt. Im UV-Bereich erfolgte die Detektion bei 
Wellenlängen von 269 nm und 294 nm. Als nicht markierte Standards wurden DIF und 
SARA in MeOH gelöst verwendet. 
 
3.10.3.2 Größenausschluss HPLC (SEC-HPLC) 
Zur Untersuchung der Größenfraktionen der Fulvinsäuren wurde die Größenausschlusssäule 
MCX 1000 Å (10µ, 300 x 8 mm) der Firma Polymer Standards Service (PSS) verwendet. Die 
Fulvinsäuren wurden unverdünnt mit einem Volumen von 100 µl in der 1100 HPLC von 
Hewlett Packard vermessen. Die Temperatur des Säulenofens wurde auf 30°C eingestellt. Als 
Laufmittel diente Kaliumcarbonat mit einer Konzentration von 5 g/l bei einem isokratischen 
Fluss von 0,9 ml/min. Jeder Lauf hatte eine Dauer von 20 min und es wurde von Minute 5 
bis Minute 18 Szintillationscocktail mit einer Flussrate von 2,6 ml/min hinzugepumpt. Die 
Detektion im UV-Bereich erfolgte bei Wellenlängen von 254 nm und 360 nm. Als Standards 
wurden Größenstandards der Firma PSS mit den Molekulargewichten 14500, 6530 und 910 
eingesetzt. 
 
3.10.3.3 LC-MS/MS 
Eine Analytik mittels LC-MS/MS wurde zum einen von den Extrakten der Difloxacinansätze 
und zum anderen für die aufgearbeiteten Größenfraktionen der Fulvinsäuren der 
Sulfadiazinansätze durchgeführt. Die Untersuchung der DIF-Proben erfolgte im Institut für 
Biologie V, die der SDZ-Proben durch Dr. Marc Lamshöft am Institut für Umweltforschung 
der Fakultät Chemie der TU Dortmund. 
 
Difloxacin: 
Für die Analytik der Difloxacinproben mittels LC-MS/MS wurde die HPLC-Methode für DIF 
modifiziert und an die LC-MS/MS-Messung angepasst. Hierfür wurde mit der Synergi Fusion 
RP80 (Partikelgröße 4 µ, Länge 150, Durchmesser 3,00 mm) eine kürzere Säule mit einem 
geringeren Durchmesser verwendet. Die Messungen wurden an einem 1200 LC-System von 
Agilent durchgeführt. Bei den verwendeten Eluenten handelte es sich wie zuvor um Wasser 
mit 1 mM Ammoniumacetat und 0,5% Ameisensäure (Laufmittel A) und Acetonitril mit 0,1% 
Essigsäure (Laufmittel B). Das Gradientenprogramm ist in Tabelle 3.7 gezeigt. 
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Tabelle 3.7: Zeitprogramm der Gradientenelution für die LC-MS/MS-Analyse von DIF. 
Laufmittel A: Wasser + 1 mmol Ammoniumacetat + 0,5% HCOOH; Laufmittel B: Acetonitril 
+ 0,1% HCOOH. 
Zeit % A % B Dauer 
0 90 10 0 
4 90 10 4 
5 85 15 1 
15 65 35 10 
16 0 100 1 
22 0 100 6 
23 90 10 1 
30 90 10 7 
 
 
Die Messungen erfolgten bei einer Flussrate von 0,4 ml/min. Die Temperatur des 
Säulenofens wurde auf 26°C eingestellt. Als Detektor diente eine LTQ XL Orbitrap von 
Thermo Fisher, ausgestattet mit einer H-ESI II Ionenquelle, die im positiven Modus 
betrieben wurde. Die Sprayspannung wurde auf 4000 V, die Heatertemperatur auf 40 °C und 
die Temperatur der Kapillare auf 275°C eingestellt. Als Abschirmungs- und auxiliary gas 
wurde Stickstoff mit 50 arbitrary units  bzw. 5 arbitrary units  verwendet. Helium diente mit 
einem Druck von 0,1 Pa als Kollisionsgas. 
 
Tabelle 3.8: SIM (single ion monitoring) Daten der MS/MS-Messung von Difloxacin und 
Sarafloxacin  inclusive der Retentionszeiten. 
Verbindung 
Retentionszeit 
[min] 
[M+H]+ 
[m/z] 
Fragmention 
[m/z] 
Kollisionsenergie 
[eV] 
DIF 12,27 400,1 358,2 40 
SARA 11,89 386,1 342,1 40 
 
 
Sulfadiazin: 
Die Analyse der Sulfadiazinproben erfolgte an einem Thermo Finnigan Surveyor HPLC 
System. Die Trennung der Verbindungen erfolgte über eine Synergi Fusion RP80 
(Partikelgröße 4 µm, Länge 150 mm; Durchmesser 3 mm) von Phenomenex. Peaks wurden 
im UV bei 265 nm und einer Flussrate von 0,5 ml/min detektiert. Die mobile Phase bestand 
aus Wasser mit 1 mM Ammoniumacetat und 0,1% Ameisensäure (Laufmittel A) und 
Acetonitril mit 0,1% Ameisensäure (Laufmittel B). Das Gradientenprogramm ist in Tabelle 
3.9 gezeigt. 
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Tabelle 3.9: Zeitprogramm der Gradientenelution für die LC-MS/MS-Analyse von SDZ. 
Laufmittel A: Wasser + 1 mmol Ammoniumacetat + 0,1% HCOOH; Laufmittel B: Acetonitril 
+ 0,1% HCOOH. 
Zeit % A % B Dauer 
0 100 0 0 
5 100 0 5 
15 60 40 10 
17 0 100 2 
23 0 100 6 
24 100 0 1 
31 100 0 7 
 
 
Die MS-Detektion erfolgte an einem TSQ Quantum Ultra AM, ausgestattet mit einer APCI 
Ionenquelle (Ion Max), die im positiven Modus betrieben wurde. Als Abschirmungs- und 
auxiliary gas wurde Stickstoff mit 50 arbitrary units  bzw. 8 arbitrary units verwendet. Argon 
diente mit einem Druck von 0,2 Pa als Kollisionsgas. Die Kapillartemperatur wurde auf 
200°C und die Zerstäubertemperatur auf 450°C eingestellt. Die Parameter für die MS/MS-
Messung wurden im Durchflussmodus durch Injektion von 1 ng/µl der entsprechenden 
Standardlösungen optimiert. Zusätzlich zur Retentionszeit wurde der Übergang der beiden 
spezifischen Hauptfragment-Ionen der Ausgangs-Ionen (Massenfenster ± 0.5 u) im sog. 
multiple reaction monitoring (MRM) Modus aufgezeichnet. Die entsprechenden Werte des 
MRM sind in Tabelle 3.10 gezeigt. 
 
Tabelle 3.10: MRM (multiple reaction monitoring) Daten der MS/MS-Messung von 
Sulfadiazin inklusive der Retentionszeiten. 
Verbindung 
Retentionszeit 
[min] 
[M+H]+ 
[m/z] 
Fragment-Ion 
[m/z] 
Kollisionsenergie 
[eV] 
4-OH-SDZ 9.06 267.1 108.1 -29 
  267.1 156.1 -17 
IS-13C6-SDZ 9.85 257.1 162.1 -18 
  257.1 114.1 -22 
SDZ 9.86 251.1 108.1 -22 
  251.1 156.1 -18 
Ac-SDZ 11.04 293.1 108.1 -28 
  293.1 134.1 -18 
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4 Ergebnisse & Diskussion 
Bei den hier dargestellten Ergebnissen handelt es sich um Mittelwerte, die sich aus den 
jeweiligen Parallelen bestimmen ließen. Auf die Anzahl der Parallelen wird zu Beginn der 
Abschnitte zu den jeweiligen Versuchsansätzen eingegangen. 
In den folgenden Ergebnissen wird die Wiederfindung von 14C immer als Anteil an 
applizierter Aktivität (= 100%) angegeben. Hierfür wurde von einer gleichmäßigen Verteilung 
der Aktivität in der Bodenprobe ausgegangen und die Gesamtaktivität auf die für den 
Aufarbeitungsschritt verwendete Menge Boden umgerechnet. 
Das Ziel der Studien bestand in der Untersuchung eines möglichen Effektes der Rhizosphäre 
auf das Verhalten und Schicksal der untersuchten Antibiotika (SDZ & DIF) im Boden. 
Darüber hinaus sollten die nicht-extrahierbaren Rückstände (NER) genauer untersucht 
werden. Hierbei lag der Fokus auf den organischen Fraktionen der Huminstoffe, im 
speziellen der Fulvinsäurefraktion. Zusätzlich sollte untersucht werden, ob Gülle das 
Schicksal von DIF im Boden beeinflusst. 
 
Vor Beginn der eigentlichen Versuche mit SDZ sollte 4-OH-SDZ, einer der Metaboliten von 
SDZ, synthetisiert werden, sowie ein Vergleich verschiedener Extraktionsmethoden der 
später resultierenden Bodenproben durchgeführt werden. 
 
4.1 Synthese 4-OH-SDZ 
Um in den Versuchsreihen ein Metabolitengemisch einzusetzen, welches dem vom Schwein 
nach Verabreichung von SDZ ausgeschiedenen Muster entsprach, sollte einer der 
auftretenden Hauptmetaboliten, das 4-OH-SDZ, synthetisiert werden [Lamshöft et al., 
2007]. Dies sollte zunächst mit 12C-Verbindungen durchgeführt werden. 
Während des dreistündigen Rührens des Natrium-Ethylacetat-Ethylformiatgemisches 
färbte sich die Lösung dunkel. Nachdem das Eisbad entfernt wurde, begann sich die Lösung 
bräunlich zu färben. Durch schnelleres Rühren und Kratzen mit einem Glasstab wechselte die 
Farbe immer mehr zu orange. Durch die Zugabe der 2 M HCl fiel ein orange-brauner 
Feststoff aus, welcher über XAD-2 aufgereinigt wurde. In den Fraktionen 4:6.3 bis 6:4.3 kam 
es zu einer gelblichen Färbung und es fielen gelbliche Nadeln aus. Begleitend zu jedem 
Schritt der Synthese wurden die Zwischenprodukte und Fraktionen mittels 
Dünnschichtchromatographie untersucht. Hierbei war auffällig, dass das Produkt 4-OH-SDZ 
nicht durchgängig co-chromatographisch identifiziert werden konnte, was darauf schließen 
ließ, dass kein stabiles Produkt vorlag. Für eine abschließende NMR-Analytik ergaben sich 
keine ausreichenden Mengen. Auch durch Variationen des Syntheseweges konnte kein 4-OH-
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SDZ hergestellt werden. Der daraufhin beauftragten Synthesefirma Ascent Scientific 
(Cambridge, UK) gelang nach einem halben Jahr ebenfalls die Synthese nicht; diese wurde 
daraufhin aufgegeben. Aufgrund dieser Umstände wurde in den folgenden Versuchsansätzen 
nur die Ausgangssubstanz SDZ verwendet. Vorangegangene Untersuchungen hatten gezeigt, 
dass die Verwendung von Versuchstieren und damit der Weg durch das Tier nicht zwingend 
erforderlich sind, um belastbare Aussagen über das Schicksal von SDZ im Boden zu 
ermöglichen [Schmidt et al, 2008, Junge et al., 2011]. Auch die im Laufe des Projektes 
angenommene antimikrobielle Wirkung des 4-OH-SDZ, die diesen Metaboliten in den 
Mittelpunkt rücken ließ, konnte von anderen Teilen der Forschergruppe nicht bestätigt 
werden, was auch durch die Literatur bestätigt wird [Ganapathi et al., 1942]. 
 
4.2 Vergleich der Extraktionsmethoden für SDZ 
Eine erschöpfende Extraktion von Sulfadiazin stellt aufgrund seiner hydrophilen und 
ionisierbaren Eigenschaften bei den im Boden üblicherweise herrschenden pH-Werten eine 
Herausforderung dar [Förster et al, 2008]. Aus diesem Grund wurde die 
Extraktionsmethode im Laufe der Zeit modifiziert und angepasst. 
In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Methoden für die Extraktion von SDZ 
eingesetzt. Bei den beiden wichtigsten Methoden handelte es sich um die Extraktion mittels 
Soxhlet oder um eine mittels Mikrowelle. Durch den Vergleich der Extraktionsmethoden 
dieser Arbeit mit denen anderer publizierter Studien sollte eine bessere Vergleichbarkeit der 
jeweiligen Daten ermöglicht werden. Zusätzlich sollte herausgestellt werden, ob sich die 
Methoden hinsichtlich ihrer extrahierbaren Anteile aus den Huminstofffraktionen 
unterschieden. Die Extraktionen erfolgten mit Boden, der 28 Tage mit 14C-SDZ und Gülle 
inkubiert war. Alle Extraktionsansätze wurden in 3 Parallelen durchgeführt. Die 
Wiederfindung von 14C in den extrahierbaren Fraktionen und der nicht-extrahierbaren 
Fraktion ist in Abbildung 4.1 dargestellt. 
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Abbildung 4.1:Wiederfindung von 14C  in den extrahierbaren Fraktionen durch CaCl2-
Extraktion (grün), der spezifisch angewendeten Methoden (grau) der Soxhletextraktion mit 
Ethanol:Wasser (Sox EtOH) und Acetonitril:Wasser (Sox ACN) und der 
Mikrowellenextraktion mit Acetonitril:Wasser (MW ACN), sowie der jeweiligen nicht 
extrahierbaren Rückstände (gelb) aus Boden nach 28 Tagen Inkubation mit SDZ. Anteil in % 
der applizierten Aktivität (n=3). 
 
 
Die Wiederfindungsrate lag bei allen Versuchen zwischen 90 und 100%. Vor den jeweiligen 
spezifischen Extraktionsmethoden, also Soxhlet und Mikrowelle, wurde der Boden mit CaCl2 
extrahiert. Hierdurch konnte in allen Ansätzen ca. 5,20% der applizierten Aktivität extrahiert 
werden. Bei diesem für alle Ansätze identischen Extraktionsschritt traten noch keine 
Unterschiede auf, da es sich um die gleichen Bodenproben handelte. Durch die 
Soxhletextraktion mit EtOH:H2O wurden weitere 9,53% der applizierten Aktivität extrahiert. 
Der Anteil nicht-extrahierbarer Anteile machte 82,78% aus. Bei der Extraktion mittels 
Soxhlet und ACN:H2O als Extraktionsmittel wurden 19,85% der applizierten Aktivität in den 
Extrakten wiedergefunden. Die nicht-extrahierbaren Rückstände betrugen 65,35%. Durch die 
Mikrowellenextraktion mit ACN:H2O konnten schließlich 35,09% extrahiert werden. 55,23% 
der applizierten Aktivität fanden sich in der Fraktion der nicht-extrahierbaren Rückstände. 
Hinsichtlich der beiden Extraktionsmittel kann man feststellen, dass im Vergleich zu Ethanol 
der Anteil extrahierbarer Anteile durch Acetonitril doppelt so hoch ausfiel. Hier wurde eine 
deutliche Steigerung erreicht. Die größere Extrahierbarkeit lag vermutlich in der höheren 
Polarität des Lösemittelgemisches begründet, wodurch eine verbesserte Löslichkeit von SDZ 
erreicht wurde. Durch die Verwendung der Mikrowelle bei gleichem Extraktionsmittel 
(ACN:H2O) wurde der Anteil extrahierbarer Anteile nochmals fast verdoppelt. Im Vergleich 
zur Soxhletextraktion werden in der Mikrowelle höhere Drücke und Temperaturen erreicht, 
die zu einer gesteigerten Extrahierbarkeit führen. Besonders die höheren Temperaturen 
spielen hier eine entscheidende Rolle [Förster et al, 2008]. Über eine unterstützende Rolle 
der Mikrowellen selbst kann hier nur spekuliert werden. Studien aus der Literatur, die sich 
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mit unterschiedlichen Extraktionsmethoden für Sulfonamide beschäftigten, kamen ebenfalls 
zu dem Ergebnis, dass eine mikrowellenunterstützte Extraktion die geeignetste Methode ist. 
Nach einem Monat Inkubation mit SDZ wurden so vergleichbare Mengen extrahiert (30-
40%) [Raich-Montiu et al., 2010]. 
 
Aufgrund der Bedeutung, der in dieser Arbeit den organischen Fraktionen des Bodens und 
NER beigemessen wird, wurden auch die Huminstofffraktionen der unterschiedlich 
extrahierten Bodenproben untersucht. Die Ergebnisse der Verteilung der wiedergefundenen 
Aktivität auf die Fraktionen des HCl-Extraktes, der Fulvinsäuren, Huminsäuren und nicht 
löslichen Humine und Minerale sind in Abbildung 4.2 gezeigt. 
 
 
Abbildung 4.2:Wiederfindung von 14C in den Fraktionen des HCl-Extraktes (HCl), der 
Fulvinsäuren (FA), Huminsäuren (HA) und nicht löslichen Humine & Minerale des 
Vergleiches der Extraktionsmethoden von Soxhletextraktion mit Ethanol:Wasser (Sox EtOH) 
und Acetonitril:Wasser (ACN:Wasser), sowie Mikrowellenextraktion mit Acetonitril:Wasser 
(MW ACN) im Boden nach 28 Tagen Inkubation mit SDZ. Anteil in % der applizierten 
Aktivität (n=3). 
 
 
Bei der Fraktionierung der nicht-extrahierbaren Rückstände der Soxhletextraktion mit 
EtOH:H2O wurden die größten Anteile an Aktivität innerhalb der Humin- (25,03%) und 
Fulvinsäuren (22,86%) wiedergefunden. 19,00% wurden in der Fraktion der Humine und 
Minerale gemessen und am wenigsten in der HCl-Fraktion (9,5%). Innerhalb der nicht-
extrahierbaren Rückstände der Soxhletextraktion mit ACN:H2O fand sich mit 24,37% der 
größte Anteil an Aktivität in der Fraktion der Humine und Minerale wieder. Ähnliche Anteile 
wurden mit 21,02% in den Fulvinsäuren gemessen und 16,92% in den Huminsäuren. Der 
geringste Anteil der wiedergefundenen Aktivität wurde mit 6,83% in der HCl-Fraktion 
gemessen. Nach der Extraktion mittels Mikrowelle wurde 32,32% der applizierten Aktivität 
innerhalb der Humin und Mineralfraktion wiedergefunden. In den löslichen Fraktionen 
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wurde mit 17,57% der größte Anteil in den Huminsäuren gefunden, gefolgt von den 
Fulvinsäuren mit 11,70%. Die mit Abstand geringste Aktivität wurde in der HCl-Fraktion 
gemessen, dort betrug der Anteil an der applizierten Aktivität nur 4,06%. 
 Vergleichend fällt auf, dass die gemessenen Anteile in der nicht löslichen Fraktion der 
Humine und Minerale deutlich beim Übergang von der Soxhletextraktion mit EtOH:H2O zur 
Mikrowellenextraktion zunahmen. Betrachtet man die Standardabweichung der Mittelwerte 
dieser Fraktionen, so ist diese bei den beiden Extraktionen mit ACN:H2O relativ groß. Dies 
lässt vermuten, dass die tatsächlichen Unterschiede nicht ganz so groß ausfielen. In den 
anderen drei Fraktionen verhielt es sich gegenteilig mit den wiedergefundenen Anteilen. Hier 
nahmen die Anteile von der Soxhletextraktion mit EtOH:H2O zur Mikrowellenextraktion ab. 
Die größte Abnahme wurde in den Fraktionen der Fulvinsäuren und der HCl-Fraktion 
gemessen, in denen sich die Anteile halbierten. Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, 
dass die durch das unterschiedliche Lösungsmittelgemisch und Mikrowelle resultierende 
größere Menge an extrahierbarer Aktivität aus der HCl-Fraktion und besonders der 
Fulvinsäurefraktion stammten. Die in diesen Fraktionen vorliegende Radioaktivität kann 
demnach besser aus der Matrix herausgelöst werden. Im Detail wird hierauf in Abschnitt 
4.7.1 eingegangen. 
 
4.3 Hydrokulturen 
Hinsichtlich der später durchzuführenden Versuche mit Mais-Boden-Systemen wurde die 
potentielle Aufnahme von SDZ und DIF in Maispflanzen in Hydrokulturen untersucht. Die 
Ergebnisse sind nicht auf die Versuche mit Boden übertragbar, da die Verbindung im Boden 
nicht frei vorliegt und es zu vielen Wechselwirkungen zwischen Verbindung und 
Bodenmatrix kommt. 
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4.3.1 SDZ 
Die Ergebnisse des Hydrokulturversuches mit 14C-SDZ sind in Abb. 4.3 dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.3: Wiederfindung und Verteilung von 14C im Hydrokulturversuch mit SDZ nach 
21 Tagen in a) Pflanze und Medium; b) Blätter, Stängel und Wurzeln; c) Unterscheidung der 
Aktivität in extrahierbare und nicht-extrahierbare Anteile in Blättern, Stängel und Wurzeln. 
Anteile an applizierter Aktivität in %. 
 
 
Wie Abbildung 4.3 zeigt, wurde mit 59,64% der größte Anteil der Aktivität im Medium 
wiedergefunden und 29,91% in den Pflanzen. Innerhalb der Pflanze fand sich die Aktivität 
fast ausschließlich in den Wurzeln wieder (29,22%). Die Anteile in den Blättern und Wurzeln 
lagen jeweils unter 0,40%. In den Blättern und Stängeln waren die Mengen an 
extrahierbaren und nicht-extrahierbaren Anteilen ungefähr gleich. Anders war die Verteilung 
in den Wurzeln, in denen der größte Anteil als nicht-extrahierbare Rückstände vorlag. Die 
von den Pflanzen aufgenommenen Aktivitäten wurden demnach in den Wurzeln festgelegt 
und nicht innerhalb der Pflanze transportiert. 
In Tabelle 4.1 sind einige Konzentrationsfaktoren zusammengefasst, die die 
Stoffanreicherung und den Transport in der Pflanze näher charakterisieren sollen. Die hier 
gezeigten Konzentrationsfaktoren beschreiben das Verhältnis der Aktivität in der ganzen 
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Pflanze (BCF) bzw. der entsprechenden Pflanzenteile Wurzel (RCF), Stängel (SCF) und 
Blätter (LCF), bezogen auf das Frischgewicht, zu der Aktivität im Medium (pro ml). 
 
Tabelle 4.1: Verschiedene Pflanzen-Medium-Verhältnisse von SDZ und Mais im 
Hydrokulturversuch. BCF = Bio concentration factor (ganze Pflanze/Medium), RCF = Root 
concentration factor (Wurzel/Medium), SCF = Stem concentration factor 
(Stängel/Medium), LCF = Leaf concentration factor (Blätter/Medium). 
BCF RCF SCF LCF 
1,73 6,19 0,36 0,50 
 
 
Die Aufnahme von Fremdstoffen in Pflanzen hängt von vielen Faktoren ab. Die wichtigsten 
sind hierbei a) die physikochemischen Eigenschaften der jeweiligen Verbindung, wie 
Molekulargewicht, Löslichkeit, logKOW; b) die Eigenschaften der umgebenden Matrix, wie 
z.B. der im Boden vorliegende organische Anteil, und c) die Pflanzenart und ihre 
Eigenschaften, wie z.B. der Anteil von Lipiden, Wachsen und Wasser [Paterson et al., 1990]. 
Aufgrund der Anzahl an beeinflussenden Parametern, die zwischen den Substanzen und 
jeweiligen Pflanzen stark variieren, ist es schwierig, allgemeine Aussagen zu treffen und die 
hier vorliegenden Daten mit denen aus der Literatur zu vergleichen. Für die Aufnahme von 
Stoffen in die Pflanze ist der von Shone und Wood (1974) definierte RCF maßgeblich. 
Allerdings lässt sich der in der Literatur beschriebene Zusammenhang zwischen logKOW und 
RCF am Beispiel verschieden polarer Verbindungen und deren Aufnahme in Gerste nicht auf 
das System SDZ-Mais übertragen [Briggs et al., 1982]. So stieg für die beschriebenen 
Beispiele der RCF mit steigendem logKOW. Für 0-methylcarbamoyloxim und 3-
Methylphenylurea, die mit -0,13 und -0,12 ähnliche logKOW-Werte wie SDZ (logKOW = -0,09) 
besitzen, lagen die RCF bei 0,95 und 0,73. Verbindungen, deren RCF im Bereich von SDZ 
(6,19) liegen, wiesen logKOWs zwischen 2,6 und 3,0 auf. Vermutlich kam es zu einer Sorption 
an die Wurzeloberfläche oder der Endodermis [Paterson et al., 1990], worauf auch der 
überwiegende Anteil NER in der Wurzel hindeutet. Die beobachteten geringen Mengen in 
Aktivität innerhalb der Stängel und Blätter lassen ebenfalls auf eine sehr geringe 
Translokation in der Pflanze schließen, da das hydrophile SDZ die Barrieren der 
Wurzelmembran scheinbar nicht überwinden kann [McCrady et al., 1987]. In der Literatur 
werden diese Ergebnisse bestätigt [Grote et al., 2007; Crowdy & Jones, 1956]. Während 
lipophile Verbindungen in die Vakuolen der Zellen der Rinde diffundieren können und 
dadurch der Transport in den Spross möglich wird, stammen die Anteile lipophober 
Verbindungen im Spross aus dem freien Raum der Wurzeln [Shone et al., 1974]. 
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4.3.2 DIF 
Wie für die Studien mit SDZ wurden auch für das DIF Versuche mit Maispflanzen in 
Hydrokultur durchgeführt, um die potentielle Aufnahme des Antibiotikums in die Pflanzen 
zu untersuchen. Die Ergebnisse des Hydrokulturversuches mit 14C-DIF und Maispflanzen ist 
in Abbildung 4.4 gezeigt. 
 
 
Abbildung 4.4: Wiederfindung und Verteilung von 14C im Hydrokulturversuch mit DIF nach 
21 Tagen in a) Maispflanze und Medium; b) Blätter, Stängel und Wurzeln; c) Unterscheidung 
der Aktivität in extrahierbare und nicht-extrahierbare Anteile in Blättern, Stängel und 
Wurzeln. Anteile an applizierter Aktivität in %. 
 
 
Nach 21 Tagen Wachstum auf Hoaglandlösung wurden 47,34% der zu Beginn applizierten 
Aktivität im Nährmedium wiedergefunden. Der in den Pflanzen wiedergefundene Anteil fiel 
mit 29,32% geringer aus (Abb. 4.4, a). Eine Auftrennung der wiedergefundenen Aktivität in 
den Pflanzen auf die Pflanzenteile Wurzel, Stängel und Blätter zeigte, dass sich mit 24,63% 
der überwiegende Anteil in bzw. an den Wurzeln befand. Lediglich 3,37% der applizierten 
Aktivität lagen in den Blättern vor. Der geringste Anteil wurde mit 1,32% in den Stängeln 
wiedergefunden (Abb. 4.4, b). Da die Pflanzenteile getrennt voneinander aufgearbeitet 
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worden sind, konnte eine getrennte Aufteilung in ER und NER aufgestellt werden (Abb. 4.4 
c). Innerhalb der Wurzeln verteilten sich die wiedergefundenen Anteile mit 13,09% und 
11,53% relativ gleichmäßig auf ER und NER. Von den Stängeln bis zu den Blättern verschob 
sich die Verteilung der Anteile hin zu den ER. So waren in den Stängeln mit 0,92% mehr als 
doppelt so viel der insgesamt gefundenen Radioaktivität ER als NER mit 0,40%. In den 
Blättern lagen mit 2,67% fast vier Mal so große Anteile in der Fraktion der ER vor als in der 
der NER, die 0,70% ausmachten. 
In Tabelle 4.2 sind einige Konzentrationsfaktoren zusammengefasst, die die 
Stoffanreicherung und den Transport in der Pflanze näher charakterisieren. Die hier 
gezeigten Konzentrationsfaktoren beschreiben das Verhältnis der Aktivität in der ganzen 
Pflanze (BCF) bzw. der entsprechenden Pflanzenteile Wurzel (RCF), Stängel (SCF) und 
Blätter (LCF), bezogen auf das Frischgewicht, zu der Aktivität im Medium (pro ml). 
 
Tabelle 4.2: Verschiedene Pflanzen-Medium-Verhältnisse von DIF und Mais im 
Hydrokulturversuch. BCF = Bio concentration factor (ganze Pflanze/Medium), RCF = Root 
concentration factor (Wurzel/Medium), SCF = Stem concentration factor 
(Stängel/Medium), LCF = Leaf concentration factor (Blätter/Medium). 
BCF RCF SCF LCF 
2,05 5,40 0,66 0,45 
 
 
Auf die für die Aufnahme von Fremdstoffen wichtigen Faktoren wurde im Abschnitt des 
SDZs bereits eingegangen. Wie für SDZ konnte auch für DIF der Zusammenhang zwischen 
dem logKOW und der Aufnahme in Pflanzen nicht bestätigt werden. Auch hier lagen die in der 
Literatur bestimmten Konzentrationsfaktoren bei Verbindungen mit ähnlichem logKOW unter 
denen von DIF. Als Beispiel sei hier Phenylharnstoff mit einem logKOW von 0,80 genannt, 
dessen RCF für Gerste in der Literatur mit 1,20 deutlich unter dem hier bestimmten RCF von 
DIF (logKOW = 0,82) liegt. Dies zeigt, dass die Aufnahme auch von anderen Eigenschaften der 
Verbindungen sowie der jeweiligen Pflanzenart abhängen kann. Über die Aufnahme von DIF 
oder FQ im Allgemeinen aus Hydrokulturen ist in der Literatur nichts bekannt. Auf die 
Aufnahme aus Boden wird in Kapitel 4.2.3.3 eingegangen. Auffällig waren die überwiegenden 
Anteile der ER in den Blättern und Stängeln. In den Wurzeln war das Verhältnis zwischen 
extrahierbaren und nicht-extrahierbaren Anteilen noch relativ ausgeglichen. In bzw. an der 
Wurzel kam es vermutlich zu einer Sorption an die Wurzeloberfläche oder Endodermis 
[Paterson et al., 1990], was zu den Anteilen der NER führte. In geringen Mengen kam es in 
der Pflanze zu einer Translokation in die Blätter, wo kleine Anteile an Aktivität 
wiedergefunden wurden. Auch hier konnte aufgrund der Konzentrationen sowie 
vorliegenden Matrix keine Aussage über die Natur der in die Pflanzen aufgenommenen 
Radioaktivität getroffen werden. Dementsprechend konnte nicht geklärt werden, ob DIF 
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noch als Ausgangssubstanz, Konjugat oder Metabolit vorlag. So ist von Enrofloxacin bekannt, 
dass es in verschiedenen Nutzpflanzen zu Ciprofloxacin metabolisiert wird [Migliore et al., 
2003]. Generell lässt sich sagen, dass DIF aus flüssigem Medium in Pflanzen aufgenommen 
werden konnte, es aber nur zu einer sehr geringen Translokation kam, sodass der 
überwiegende Teil in den Wurzeln verblieb. 
 
4.4 Mikrobielle Aktivität 
Mikroorganismen spielen eine wichtige Rolle hinsichtlich des Schicksals und Verbleibs von 
Fremdstoffen im Boden und beeinflussen sich gegenseitig [Gianfreda & Rao, 2008]. 
Aufgrund ihrer breiten Wirkspektren sollte der Einfluss von SDZ und DIF auf die mikrobielle 
Aktivität im Boden untersucht werden. Hierfür wurde ein DMSO-Reduktasetest 
durchgeführt. 
 
4.4.1 SDZ 
Durch den DMSO-Test sollte neben dem zeitlichen Verlauf auch der Einfluss 
unterschiedlicher Konzentrationen (1, 10, 100, 1.000 mg pro kg Boden) untersucht werden. 
Die in Abb. 4.5 dargestellten Ergebnisse beziehen sich auf die Abnahme der gebildeten 
Menge DMS, und damit der mikrobiellen Aktivität, bezogen auf die Kontrolle. Bei der 
Kontrolle handelte es sich um Boden, der nicht mit SDZ inkubiert wurde. Alle Versuche 
wurden mit 3 Parallelen durchgeführt. 
 
 
Abbildung 4.5: Abnahme der mikrobiellen Aktivität (in %) im Boden bei verschiedenen SDZ-
Konzentrationen (1, 10, 100 und 1.000 mg/kg Boden) gegenüber einem nicht mit SDZ 
behandelten Boden (0 mg/kg Boden, Kontrolle) nach 7, 14, 21, 28 und 56 Tagen (n=3). 
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Die Ansätze mit 1 mg SDZ pro kg Boden wiesen gegenüber der Kontrolle nach 7, 14 und 28 
Tagen eine geringere Aktivität zwischen 5 und 10% auf. Nach 56 Tagen stieg der Verlust auf 
20%. In den Ansätzen mit 10 mg/kg Boden schwankten die Verluste der Aktivität über den 
gesamten Versuchszeitraum zwischen 10 und 15%, ohne eine eindeutige Tendenz 
aufzuweisen. Mit der Applikation von 100 mg und 1.000 mg/kg Boden nahmen auch die 
Aktivitätsverluste stärker zu. Bei 100 mg lag der Verlust nach 7 Tagen bei ca. 36% und stieg 
nach 14 Tagen auf ca. 38%. Bis Tag 56 nahm der Verlust wieder ab und lag bei ca. 31%. 
Innerhalb des Versuchsansatzes mit 1.000 mg/kg Boden stieg der Verlust der mikrobiellen 
Aktivität gegenüber der Kontrolle von Tag 7 bis Tag 56 von 28% auf ca. 62%. Bei den in 
dieser Arbeit eingesetzten Konzentrationen von < 10 mg/kg Boden kam es über den Verlauf 
der Studien zu einer leichten Abnahme der mikrobiellen Aktivität. Diese Abnahme ließ sich 
mit der bereits beschriebenen bakteriostatischen Eigenschaft von SDZ erklären, welches das 
für die Biosynthese von Folsäure essentielle p-Aminobenzoat kompetitiv hemmt [Chopra et 
al., 2002]. Hinsichtlich des Verhaltens von SDZ im Boden spielt die mikrobielle Aktivität 
dahingehend eine Rolle, als dass sie die Bildung von NER sowie den Abbau im Boden 
beeinflusst [Kreuzig & Höltge, 2005; Yang et al., 2009]. Welche Organismengruppen und 
Arten besonders von SDZ beeinflusst wurden, lässt sich anhand des hier angewendeten 
Testes nicht aussagen. Bezüglich des Einflusses von Sulfonamiden auf mikrobielle Prozesse 
und die mikrobielle Struktur im Boden lassen sich allerdings in der Literatur einige Studien 
finden. Untersuchungen mit Gülle und SDZ haben gezeigt, dass SDZ den positiven Effekt von 
Gülle auf die mikrobielle Aktivität und Biomasse hemmt [Kotzerke et al., 2008; 
Hammesfahr et al., 2011]. Neben dem Einfluss auf die Oxidation von Ammoniak [Kotzerke 
et. al., 2008] wurde auch eine Veränderung der Bakterienpopulation berichtet [Hammesfahr 
et al., 2008]. 
 
4.4.2 DIF 
Im Unterschied zu den Ergebnissen der mikrobiellen Aktivität der Versuche mit SDZ wurden 
beim DIF keine unterschiedlichen Konzentrationen untersucht. Hier wurden an jedem 
Probenahmetag Aliquote des wurzelnahen bzw. wurzelfreien Bodens entnommen, um mit 
ihnen den DMSO-Reduktasetest durchzuführen. Als Kontrolle diente eine Bodenprobe, die 
parallel ohne DIF inkubiert wurde. 
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Abbildung 4.6: Mikrobielle Aktivität anhand der durch GC bestimmten Menge an gebildeten 
DMS im DMSO-Reduktasetests im Boden ohne Gülle mit DIF (Flasche), ohne DIF 
(Kontrolle) und in wurzelnahen Boden der Maispflanzen mit DIF (Pflanze) nach 0, 1, 7, 14, 
28 und 56 Tagen. In ng pro Stunde und g Trockengewicht. 0,09 mg DIF pro kg Boden. 
 
 
In Abbildung 4.6 sind die Ergebnisse der Ansätze mit DIF ohne Gülle dargestellt. Neben den 
Daten der mit DIF inkubierten wurzelfreien Proben sind die gebildeten Mengen DMS der 
Kontrolle und ab Tag 7 der Bodenproben des wurzelnahen Bodens gezeigt. Die Mengen an 
DMS, die pro Stunde und g Trockengewicht gebildet wurden, unterschieden sich zwischen 
der Kontrolle und dem wurzelfreien Boden nur an Tag 0. Unmittelbar nach der Applikation 
wurden in der Kontrolle 67,97 ng DMS pro Stunde und g TG gebildet, während es in den 
Proben des wurzelfreien Bodens 58,21 ng waren. Bis Tag 7 nahmen die Konzentrationen für 
beide Proben ab und lagen zwischen 33 und 35 ng DMS. Im Laufe des weiteren 
Inkubationszeitraums schwankten die Werte um diesen Bereich und lagen nach 120 Tagen in 
der Kontrolle bei 35,24 ng und im wurzelfreien Boden bei 38,51 ng. Die gebildete Menge 
DMS des wurzelnahen Bodens lag an Tag 7 mit 37,06 ng im Bereich der Kontrolle und des 
wurzelfreien Bodens. An den darauf folgenden Tagen wurde in ihm deutlich mehr DMS 
gebildet als in den anderen Proben. Nach 56 Tagen lag die gebildete Menge 72,76 ng und 
damit mehr als doppelt so hoch wie in den Böden der Kontrolle und des wurzelfreien Bodens.  
Da die in den wurzelfreien Böden der Ansätze mit und ohne DIF (ohne Gülle) gemessenen 
Konzentrationen von DMS keine Unterschiede aufwiesen, waren die DMSO-
Reduktaseaktivität und damit die mikrobielle Aktivität in diesen Ansätzen gleich. Dies 
bedeutet, dass es zu keiner messbaren Beeinflussung der mikrobiellen Aktivität über den 
Versuchszeitraum kam. Eine Ausnahme bildeten die gebildeten DMS von Tag 0, die in den 
Kontrollen höher ausfielen als in den Ansätzen mit DIF. Dies könnte auf die bakterizide 
Wirkung von DIF zurückzuführen sein, wodurch es zu einer Abtötung von Mikroorganismen 
nach der Applikation gekommen sein könnte. Diesbezüglich ist zu bedenken, dass die 
Bodenproben mit DMSO für 24 Stunden inkubiert wurden, d.h. das Antibiotikum hatte 
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dementsprechend mehr Zeit seine antibakterizide Wirkung zu entfalten. Innerhalb eines 
Tages hatte sich dieser Effekt allerdings wieder ausgeglichen, da die gemessenen Mengen an 
DMS der beiden Ansätze fast identisch waren. Diese Ergebnisse finden ihre Bestätigung in 
der Literatur. Dort wurde von sehr geringen Effekten auf die mikrobielle Biomasse berichtet, 
die nur innerhalb der ersten 8 Tage gemessen werden konnten [Kotzerke et al., 2011]. 
Gleiches galt für den Einfluss von DIF auf die Bodenatmung, potentielle Denitrifikation und 
das Verhältnis Bakterien/Pilze im Boden. Als Grund für die sehr geringen und kurzzeitigen 
Effekte wurde die starke und schnelle Sorption von DIF an Bodenkomponenten genannt, auf 
welches in Kapitel 4.2.3.2 genauer eingegangen wird. 
Die im Vergleich zum wurzelfreien Boden deutlich größeren Mengen an gebildetem 
DMS im wurzelnahen Boden haben gezeigt, dass in diesem Bereich des Bodens eine größere 
mikrobielle Aktivität vorlag. Als Grund hierfür kann der bereits erwähnte Rhizosphäreneffekt 
genannt werden, bei dem es sich um eine erhöhte Mikroorganismendichte um die Wurzeln 
herum handelt. 
 
In Abbildung 4.7 sind die Ergebnisse des DMSO-Tests der Ansätze mit DIF und Gülle 
dargestellt. In dieser Versuchsreihe wurden Maispflanzen nur für den Versuchstag 56 
eingesetzt. 
 
 
Abbildung 4.7: Mikrobielle Aktivität anhand der durch GC bestimmten Menge an gebildeten 
DMS im DMSO-Reduktasetests im Boden mit Gülle mit DIF (Flasche), ohne DIF (Kontrolle) 
und in wurzelnahen Boden der Maispflanzen mit DIF (Pflanze) nach 0, 1, 7, 14, 28 und 56 
Tagen. 0,85 mg DIF pro kg Boden. 
 
 
Die gebildeten Mengen DMS zeigten keine systematischen Unterschiede zwischen den 
Proben des wurzelfreien Bodens und der Kontrolle. Sie lagen an allen Tagen relativ nah 
beieinander. Von Tag 0 bis Tag 7 nahm die gebildete Menge DMS von 59,10 ng bzw. 49,13 ng 
zunächst auf 78,07 ng bzw. 85,33 ng für die Kontrolle bzw. den wurzelfreien Boden zu. Hin 
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zu Tag 14 verringerte sich die Menge des gebildeten DMS und betrug 58,57 ng in der 
Kontrolle und 54,05 ng im wurzelfreien Boden. Bis Tag 56 kam es zu keinen großen 
Veränderungen der gebildeten Menge DMS, sie lag bei 51,84 ng in dem Kontrollboden und 
bei 54,67 ng in wurzelfreiem Boden. Die an Tag 56 ebenfalls für wurzelnahen Boden 
bestimmte Menge an DMS lag mit 77,46 ng deutlich über denen der beiden anderen Proben. 
Vergleichend zu den Ansätzen ohne Gülle zeigten sich für die Tage 0 und 1 keine 
Unterschiede. Hier lagen die Mengen DMS im gleichen Bereich. Ab Tag 7 wurde in den 
Proben der Ansätze mit Gülle dann deutlich mehr DMS gemessen. 
Wie in den Ansätzen ohne Gülle konnte auch in den Ansätzen mit Gülle über den 
zeitlichen Verlauf der Untersuchung kein Einfluss von DIF auf die mikrobielle Aktivität 
festgestellt werden. Allerdings konnte auch hier eine etwas geringere mikrobielle Aktivität an 
Tag 0 festgestellt werden, was auf eine kurzzeitige bakterizide Wirkung von DIF hindeutet. 
Auch die nur an Tag 56 eingesetzten Maispflanzen hatten einen positiven Effekt auf die 
mikrobielle Aktivität in Wurzelnähe, da hier deutlich größere Mengen DMS gemessen 
werden konnten (s.o.). Vergleicht man die Ergebnisse der Ansätze ohne und mit Gülle, so 
konnten in den Studien mit Gülle größere Mengen DMS gemessen werden als in denen ohne 
Gülle. Dies lag vermutlich an den durch die Gülle zusätzlich eingeführten Mikroorganismen, 
die zu einer größeren mikrobiellen Aktivität beitrugen [Kotzerke et al., 2011]. 
 
4.5 Bilanz 
Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der Versuchsreihe mit Sulfadiazin in Mais-
Boden-Systemen gezeigt. In die Bilanz gehen die Mineralisierung, die extrahierbaren und 
nicht-extrahierbaren Rückstände sowie die in die Pflanze aufgenommenen Anteile ein. 
 
4.5.1 Mineralisierung 
4.5.1.1 SDZ 
Die durch Mineralisierung von [2-Pyrimidyl-14C]-Sulfadiazin im Boden freigesetzten Anteile 
von 14CO2 sind in Abb. 4.8 gezeigt. Aufgrund der Position der 14C-Markierung können die als 
14CO2 gemessenen Anteile als mineralisierte Anteile verstanden werden, da von einem 
vollständigen Abbau der Verbindung ausgegangen werden kann. Die beiden Datenreihen 
stammen von den Mineralisationsdaten der geschlossenen Schottflaschen sowie der 
Pflanzenkammern, in denen sich die mit 14C-SDZ inkubierten Boden-Mais-Systeme 
befanden. 
 
 ERGEBNISSE & DISKUSSION 69 
 
 
 
Abbildung 4.8: Mineralisierung von [2-Pyrimidyl-14C]-Sulfadiazin im Boden nach 7, 14, 28 
und 56 Tagen in % der applizierten Radioaktivität. 
 
 
Nach 7 Tagen lagen die mineralisierten Anteile des 14C-SDZ in den Schottflaschen bei 0,75%, 
in der Pflanzenkammer bei 0,02%. Bis Tag 28 kam es in den Schottflaschen zu einem 
linearen Anstieg auf 1,55% der applizierten Aktivität. In den folgenden 28 Tagen stieg die 
Mineralisation auf 4,92% an. In den Pflanzenkammern stiegen die mineralisierten Anteile 
ebenfalls stetig an. Sie erreichten einen Wert von 0,62% nach 56 Tagen. Insgesamt war die 
Mineralisation von SDZ im Boden sehr gering, was durch Studien mit unterschiedlichen 
Böden in der Literatur bestätigt wird [Junge et al., 2011; Kreuzig & Höltge, 2005; Schmidt et 
al., 2008; Wehrhan, 2006]. Grund für die geringe Mineralisation kann die im Folgenden 
beschriebene schnelle Bildung von NER sein, durch die das Sulfadiazin und seine 
Metaboliten für die Mikroorganismen schwer verfügbar wurden. Daneben könnte das 
Sulfadiazin für die im Boden vorliegenden Organismen auch nur schlecht als Energie- und 
Nährstoffquelle verwertbar sein. Im Rahmen von Stoffwechselprozessen sind in Gegenwart 
von Substraten, die für das Wachstum nutzbar sind, auch Transformationsprozessen 
denkbar, bei denen das Sulfadiazin verändert, aber nicht abgebaut wird (Cometabolismus). 
Durch relativ substratunspezifische Monooxygenasen kann es so zum Beispiel zu 
Hydroxylierungsreaktionen kommen. Ein mögliches Produkt wäre das 4-OH-SDZ. 
Transformationsprodukte und Metaboliten konnten in dieser Arbeit chromatographisch nur 
in den Extrakten analysiert werden. 
 
4.5.1.2 DIF 
Die durch Mineralisierung von [2-Pyridin-14C]-Difloxacin im Boden freigesetzten Anteile von 
14CO2 sind in Abbildung 4.9 gezeigt. Auch beim DIF kann aufgrund der Position der 14C-
Markierung die als 14CO2 gemessenen Anteile als mineralisierte Anteile verstanden werden, 
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da von einem vollständigen Abbau der Verbindung ausgegangen werden kann. Die beiden 
Datenreihen stammen von den Mineralisationsdaten der Ansätze mit und ohne Gülle. 
 
 
Abbildung 4.9: Mineralisierung von [2-Pyridin-14C]-Difloxacin im Boden mit Gülle nach 7, 
14, 28, und 56, sowie ohne Gülle nach 1, 7, 14, 28, 56 und 120 Tagen in % der applizierten 
Aktivität. 
 
 
Insgesamt wurden über den gesamten Versuchszeitraum sehr geringe Mengen der 
applizierten Aktivität als 14CO2 wiedergefunden. An allen Tagen lagen die bestimmten Werte 
der Ansätze mit Gülle leicht unterhalb derer der Ansätze ohne Gülle. In beiden Ansätzen 
nahm die mineralisierte Menge DIF mit der Zeit konstant zu. In den Proben ohne Gülle stieg 
der mineralisierte Anteil von Tag 0 bis Tag 120 von 0,04% auf 0,13% an. Für die Ansätze mit 
Gülle betrugen die mineralisierten Anteile an Tag 0 0,01% und stiegen bis Tag 56 auf 0,09% 
an. 
Insgesamt konnte eine nur sehr geringe Mineralisation festgestellt werden. Wie beim 
SDZ kann ein möglicher Grund die schnelle Bildung von NER (siehe Kapitel 4.2.3.2) sein, 
durch die DIF und seine Metaboliten für Mikroorganismen schwer verfügbar werden. 
Eine andere Erklärung könnte sein, dass DIF für die im Boden vorliegenden Organismen nur 
schlecht als Energie- und Nährstoffquelle verwendet werden kann.  
Der Abbau von FQ durch Mikroorganismen, besonders durch Pilze, wurde in der 
Literatur bereits beschrieben. So haben Laborversuche mit Enrofloxacin und Flüssigmedium 
gezeigt, dass der Braunfäulepilz Gloeophyllum striatum in der Lage ist, Enrofloxacin zu 
mineralisieren [Wetzstein et al., 1997]. Gleiches gilt für Sarafloxacin, das von Phanerochaete 
chrysosporium, einem Weißfäulepilz, in Flüssigmedium abgebaut wurde [Marengo et al., 
2001]. Demnach sind FQ prinzipiell durch im Boden vorkommende Organismen abbaubar. 
Die in diesen Studien erreichten Mineralisationsraten von ca. 17% für SARA konnten im 
Boden allerdings nicht bestätigt werden. Hier lagen die mineralisierten Anteile in 
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verschiedenen Böden deutlich unter 1% [Marengo et al., 1997]. Die deutlich geringeren 
Mineralisationsraten im Boden lagen vermutlich an der schlechteren Verfügbarkeit der 
Verbindungen im Vergleich zu Pilzen in Flüssigmedien. Dies könnte wiederum mit der 
bereits erwähnten starken Sorptionsfähigkeit von DIF erklärt werden. Die geringen 
mineralisierten Anteile korrelieren mit dem praktisch nicht messebaren Einfluss von DIF auf 
die mikrobielle Aktivität. DIF scheint demnach im Boden nur schlecht bioverfügbar zu sein. 
 
4.5.2 Extrahierbare & nicht-extrahierbare Rückstände 
4.5.2.1 SDZ 
In den Studien mit SDZ wurde eine sequentielle Extraktion durchgeführt, an deren Beginn 
die Extraktion mit CaCl2 stand. Als zweiten Extraktionsschritt wurden wie erläutert 
unterschiedliche Methoden verwendet. Die nicht-extrahierbaren Rückstände beziehen sich 
auf die Anteile, die nach allen jeweiligen Extraktionsschritten noch im Boden gemessen 
werden konnten. 
Die davon unabhängig durchgeführte Extraktion mit Ethylacetat diente hier zum 
Erhalt von Extrakten, mit denen eine sauberere Analytik durchgeführt werden konnte. Sie 
erfolgte vor und nach der Extraktion mit CaCl2. 
 
Tabelle 4.3: Wiederfindung von 14C in den Extrakten der ersten (EA 1) und zweiten (EA 2) 
Extraktion mit Ethylacetat und der Extraktion mit CaCl2 vor EA 2 in wurzelfreiem Boden (F) 
und wurzelnahem Boden (W) der Ansätze mit 14C-SDZ über einen Versuchszeitraum von 56 
Tagen. Anteile in % der applizierten Aktivität. 
 Tag 
  0 7 14 28 56 
 Fraktion F F W F W F W F W 
E
x
tr
a
k
t 
EA 1 [%] 88,43 15,80 14,54 8,33 8,13 3,27 3,24 2,16 1,61 
CaCl2 [%] 73,12 23,67 25,81 11,10 11,43 6,34 6,40 4,06 3,59 
EA 2 [%] 16,00 6,05 5,18 3,33 3,08 1,87 1,84 1,65 1,54 
 
 
Die durch Ethylacetat extrahierten Anteile sind in Tabelle 4.3 zusammengefasst. Unmittelbar 
nach der Applikation, an Tag 0, wurden im Ethylacetatextrakt der ersten Extraktion 88,43% 
der applizierten Aktivität wieder gefunden. Nach zuvor erfolgter CaCl2-Exktraktion betrug die 
Wiederfindung 16,00% (EA 2). Bis Tag 7 nahm die Wiederfindung  stark ab und betrug in EA 
1 15,80% und in EA 2 6,05% des wurzelfreien Bodens. Von Tag 7 bis Tag 56 nahm die 
Wiederfindung im wurzelfreien Boden stetig ab und betrug am Ende der 
Versuchsdurchführung 2,16%. in EA 1 und 1,65% in EA 2. Mit der Wiederfindung innerhalb 
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der Extrakte des wurzelnahen Bodens verhielt es sich ähnlich und es konnten keine großen 
Unterschiede zwischen den beiden Bodenproben festgestellt werden. Nach 56 Tagen wurden 
1,61% der applizierten Aktivität in EA 1 und 1,54% in EA 2 gefunden. Insgesamt lässt sich 
über den gesamten Verlauf sagen, dass mit Ethylacetat nur geringe Mengen der applizierten 
Aktivität extrahiert werden konnten. Dies galt sowohl für die Extraktion aus der 
unbehandelten Bodenprobe, als auch für die Extraktion im Anschluss an das Ausschütteln 
mit CaCl2. Im Vergleich zu Daten aus der Literatur und den im Folgenden beschriebenen 
Ergebnissen, lässt sich die niedrige Ausbeute durch die geringere Polarität des Ethylacetates 
im Vergleich zu den dort verwendeten Lösungsmitteln erklären. 
 
Parallel zu der Extraktion mit Ethylacetat wurden die Bodenproben einer Soxhletextraktion 
mit ACN:H2O (1:4 v/v) unterzogen. 
 
 
Abbildung 4.10: Wiederfindung von 14C in den Fraktionen der sequentiellen Extraktion mit 
Calciumchlorid (CaCl2) und der Soxhletextraktion (Sox) und nicht-extrahierbaren 
Rückständen (NER) von wurzelfreiem (F) und wurzelnahem (W)Boden mit 14C-SDZ nach 0, 
7, 14, 28 und 56 Tagen. Anteile an applizierter Aktivität in % (n=3). 
 
 
In Abb. 4.10 sind die mittels LSC bestimmten Wiederfindungsraten an 14C in den 
extrahierbaren Fraktionen der CaCl2- und Soxhletextraktion sowie mittels Verbrennung am 
Oxidizer bestimmten nicht-extrahierbaren Anteile in wurzelfreiem und wurzelnahem Boden 
dargestellt. Nach der Applikation (Tag 0) wurden 73,12% im CaCl2-Extrakt wiedergefunden. 
Durch die anschließende Soxhletextraktion konnten 17,79% der applizierten Aktivität 
extrahiert werden. Die nicht-extrahierbaren Anteile lagen bei 14,95%. Über den 
Versuchszeitraum nahmen die durch CaCl2 extrahierbaren Anteile kontinuierlich ab und 
lagen nach 56 Tagen bei 4,06% aus wurzelfreiem Boden und 3,59% aus wurzelnahem Boden. 
Innerhalb der Fraktion der durch Soxhlet extrahierbaren Anteile kam es mit der Zeit zu 
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leichten Schwankungen. Sie stiegen zunächst an und betrugen nach 14 Tagen 25,07% aus 
wurzelfreiem Boden und 22,33% aus wurzelnahem Boden. Bis Tag 28 nahmen die Anteile in 
der durch Soxhlet extrahierbaren Fraktion ab und lagen bei 9,67% aus wurzelfreiem und 
9,55% aus wurzelnahem Boden. Nach 56 Tagen lagen die Anteile im Soxhletextrakt bei 
13,22% und 10.46% aus wurzelfreiem und wurzelnahem Boden. Die Wiederfindung von 14C in 
der Fraktion der nicht-extrahierbaren Rückstände nahm in beiden Bodenfraktionen bis Tag 
28 zu und betrugen aus wurzelfreiem Boden 82,67% und aus wurzelnahem Boden 79,05%. 
Von Tag 28 nach Tag 56 nahmen die Anteile der nicht-extrahierbaren Rückstände etwas ab 
und lagen bei 74,85% und 76,91% aus wurzelfreiem und wurzelnahem Boden. Zwischen den 
verschiedenen Bodenfraktionen, wurzelfrei und wurzelnah, konnten keine Unterschiede in 
den extrahierbaren und nicht-extrahierbaren Anteilen festgestellt werden. In dem hier 
untersuchten Bereich um die Wurzeln konnte bezüglich der Extrahierbarkeit von SDZ also 
kein von der Wurzel ausgehender Effekt festgestellt werden. An dieser Stelle soll noch einmal 
auf den in dieser Arbeit als wurzelnahen Boden bezeichneter Teil der Proben eingegangen 
werden. Als Rhizosphäre wird der enge Bereich um die Wurzel verstanden, der durch die von 
der Wurzel abgegebenen chemischen Stoffe unmittelbar beeinflusst wird [Gisi, 1997]. Im 
Rahmen der Forschergruppe wurde der Rhizosphärenboden praxisbezogen als der Teil des 
Bodens bezeichnet, der nach Schütteln des Wurzelballens noch an der Wurzel verblieb. 
In dieser Arbeit wurde deshalb der Begriff des Rhizosphärenbodens vermieden, da dieser in 
den Proben teilweise nur einige wenige Gramm ausmachte und für eine sequentielle 
Extraktion mit anschließender Analytik und Huminstofffraktionierung nicht ausgereicht 
hätte. Stattdessen wird hier der Begriff des wurzelnahen Bodens verwendet. Hierbei handelt 
es sich um den Teil des Bodens, der sich in unmittelbarer Umgebung von wenigen 
Zentimetern um die Wurzeln befand. Aufgrund dieser Ausweitung des Rhizosphärenbodens 
kann aus den hier beschriebenen Ergebnissen nicht ausgeschlossen werden, dass es zu einem 
Effekt der Rhizosphäre auf das Verhalten von SDZ kam. Lediglich in dem hier gewählten 
Bereich konnte kein Einfluss festgestellt werden. Mögliche Einflüsse im direkten Bereich der 
Rhizosphäre können so schwach ausgefallen sein, dass sie in den wurzelnahen Proben nicht 
ins Gewicht fielen, da sie durch den Anteil Bodens, der von außerhalb der Rhizosphäre 
stammte, neutralisiert wurden. Der Effekt der Rhizosphäre auf den Abbau von Fremdstoffen 
im Boden wurde in der Literatur bereits vor einiger Zeit beschrieben. So fand man heraus, 
dass die Rhizosphäre verschiedener Pflanzen einen positiven Effekt auf den Abbau von 2,4-D 
und 2,4,5-T hat [Shann, 1994; Shaw & Burns, 2007]. Auch die Rhizosphäre von Reis 
beschleunigte besonders unter anearoben Bedingungen den Abbau von Parathion [Reddy &  
Sethunathan, 1983]. Bezüglich des Verhaltens von Fremdstoffen in der Rhizosphäre wurde 
eine erhöhte Sequestrierung in diesem Bereich berichtet [Boucard et al., 2005]. Aktuelle 
Felduntersuchungen mit SDZ und dem in dieser Arbeit verwendeten Boden haben gezeigt, 
dass im Rhizosphärenboden geringere Mengen SDZ und 4-OH-SDZ gemessen wurden als im 
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wurzelfreien Raum [Rosendahl et al., 2011]. Als möglichen Grund hierfür werden eine durch 
die erhöhte bodenbiologische Aktivität stimulierte Biotransformation [Anderson et al., 1993] 
genannt. Der Einfluss konnte nur für die durch CaCl2 leicht zu extrahierende Fraktion 
festgestellt werden, innerhalb der Residualfraktion konnten keine Veränderungen zu 
wurzelfreiem Boden gefunden werden. Aufgrund der in dieser Arbeit nicht festgestellten 
Unterschiede zwischen den beiden Bodenfraktionen wird im Folgenden nicht zwischen ihnen 
differenziert. 
Die hier beschriebenen Ergebnisse der Versuche mit SDZ haben gezeigt, dass die 
nicht-extrahierbaren Rückstände den Hauptpfad von SDZ im Boden darstellten. Dieses 
Verhalten wurde in der Literatur bereits sowohl für verschiedene Sulfonamide [Accinelli et 
al., 2007; Höltge & Kreuzig, 2007], als auch für Sulfadiazin selbst unter Anwendung 
unterschiedlicher Extraktionsmethoden beschrieben und fand hier seine Bestätigung [Junge 
et al., 2011, Schmidt et al. 2008; Heise et al., 2006; Kreuzig & Höltge, 2005]. Es kam also 
auch hier zu einem Aging bzw. einer Sequestrierung im Boden. 
Auffällig war in allen Studien die Geschwindigkeit mit der die Sequestrierung ablief, 
wodurch schnell große Anteile in der nicht-extrahierbaren Fraktion wiedergefunden werden 
konnten. Dieses Phänomen deutet auf eine starke Affinität von SDZ zur Bodenmatrix hin, 
deren Ursprung in der Struktur der Verbindung liegen könnte. Die Festlegung konnte schnell 
erfolgen, da das Molekül bereits über eine bzw. mehrere funktionelle Gruppen verfügte, über 
die es an die funktionellen Gruppen der Humusstoffe im Boden binden kann. Stoffe, die 
keine solcher Gruppen besitzen, werden langsamer im Boden festgelegt, da diese chemisch 
oder biologisch erst erzeugt werden müssen, um dann angelagert zu werden. 
Die zu Beginn durchgeführte Extraktion mit CaCl2 sollte Aufschluss über die 
bioverfügbare Fraktion im Boden liefern. Der Begriff der Bioverfügbarkeit von Fremdstoffen 
im Boden wurde in der Vergangenheit viel diskutiert [Alexander, 2000]. Sie hängt von vielen 
Faktoren, wie z.B. den Stoff- und Bodeneigenschaften, ab und ist zudem artspezifisch 
bezüglich des aufnehmenden Organismus [Tang et al., 1998]. Besonders letzteres erschwert 
es, von einer allgemeinen Bioverfügbarkeit zu sprechen, sodass in dieser Arbeit der Begriff 
der potentiellen Bioverfügbarkeit angewendet wird. Die potentiell bioverfügbaren Anteile 
nahmen zu Beginn schnell und stark ab, während die durch Soxhlet extrahierbaren Anteile 
zunächst zunahmen. Dies betätigt, dass SDZ im Boden schnell sequestriert und eine 
Residualfraktion bildet, die nur mit stärkeren Extraktionsmethoden erschlossen werden 
kann [Förster et al., 2009]. Die im Verlauf der Inkubation geringere Abnahme der leicht 
extrahierbaren CaCl2-Fraktion deutet auf eine Desorption aus der Residualfraktion hin. Dies 
würde die in der Literatur beschriebenen zwei Phasen, die das Schicksal von SDZ im Boden 
maßgeblich beeinflussen, bestätigen [Schauss et al., 2009]. Demnach wird zunächst eine 
schnelle Sequestration von SDZ in die Residualfraktion beobachtet. In einer zweiten Phase 
nimmt dann die Konzentration innerhalb der CaCl2-Fraktion langsamer ab. Die Hypothese 
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der reversiblen Sequestrierung wird auch von dem von Zarfl et al. [2008] aufgestellten Model 
unterstützt, was auch die hier beschriebenen Schwankungen in den Soxhletextrakten 
erklären würde. 
Die extrahierbaren Anteile der potentiell bioverfügbaren und Residualfraktion 
scheinen im Boden nicht kovalent gebunden vorzuliegen. Hier sind vielmehr Einschlüsse in 
die Bodenmatrix sowie Sorptions- und Desorptionsprozesse der Sequestration anzunehmen. 
So haben Sorptionsversuche mit Tonmineralen und Ferhydrit gezeigt, dass die 
speziesabhängige Diffusion von Sulfonamiden in Mikroporen zur Sorption und zu 
Agingprozessen beitragen können [Kahle & Stamm, 2007]. Versuche mit Boden lieferten 
geringe Sorptionskoeffizienten für Sulfonamide im Allgemeinen [Boxall et al., 2002] und 
speziell SDZ [Wehrhan et al., 2010; Sukul et al., 2008]. Dies ließe auf eine hohe Mobilität im 
Boden schließen, was zu Verbindungen mit hohem Leachingpotential führen würde. Dagegen 
sprechen allerdings Feldversuche, in denen nach drei Jahren bei mehrmaliger Applikation 
kein SDZ im Grundwasser gefunden werden konnte [Hamscher et al., 2005]. Auch 
Lysimeterversuche konnten ein großes Leachingpotential nicht bestätigen [Unold et al., 
2009; Kreuzig & Höltge. 2005]. In diesen Versuchen verblieb der größte Anteil des 
Antibiotikums an der Bodenoberfläche. Ein Grund hierfür könnte sowohl die über einen 
längeren Zeitraum extrem geringe Desorption [Wehrhan et al., 2010] als auch die von Sukul 
et al. [2008], beschriebene Sorption-Desorption-Hysterese sein. Dies bedeutet, dass ein 
signifikanter Teil des SDZs nicht desorbierte und somit fester an die Bodenmatrix gebunden 
sein muss. Die Natur der Festlegung bzw. Bindung der nicht desorbierbaren Anteile konnte 
in diesen Studien nicht geklärt werden. Bei den Wechselwirkungen, die Sorption-Desorption-
Prozessen zugrunde liegen, handelt es sich vermutlich um van-der-Waals und H-Brücken, 
wie dies für Sulfonamide und die organische Fraktion des Bodens gezeigt wurde [Thiele-
Bruhn et al., 2004]. Eine wichtige Rolle für das Schicksal von SDZ spielt das organische 
Material im Boden (SOM), wodurch für SDZ in den oberen Bodenschichten eine größere 
Sorptionskapazität und Transformationsrate als in tieferen Schichten gefunden wurde 
[Kasteel et al., 2010]. 
Der in Abschnitt 1.1.3 beschriebene Begriff der gebundenen Rückstände lässt sich laut 
Definition prinzipiell auf alle Rückstände anwenden, die nach einer Extraktion im Boden 
verbleiben, die weder die Bodenmatrix noch die Verbindung und seine Metaboliten 
verändern. Von Förster et al. [2009] wurde postuliert, dass es sich bei den durch schwächere 
Extraktionsverfahren (z.B. Ausschütteln mit Ethylacetat oder MeOH) entstehenden NER um 
Teile der Residualfraktion handelt, die im Boden nicht gebunden, sondern nur sequestriert 
vorliegen. Demnach ließen sich nur die NER, die nach erschöpfender Extraktion (z.B. durch 
erhöhte Temperaturen, MW) entstehen als wirklich (kovalent) gebunden ansehen. Hier stellt 
sich dann allerdings die Frage, ab wann eine Extraktionsmethode als so erschöpfend 
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angesehen werden kann, dass sie alle sequestrierten Anteile im Boden auch extrahiert. Dies 
nachzuweisen dürfte schwierig sein. 
Aufgrund der beschriebenen Diskussion zu den gebundenen Rückständen und 
stärkeren Extraktionsmethoden wurden die Bodenproben von Tag 7 bis Tag 56 mittels 
Mikrowelle extrahiert, durch die laut Förster et al. [2009] die Residualfraktion erschöpfend 
extrahiert werden soll. Dies war hinsichtlich der späteren Untersuchung der Fulvinsäuren 
von großer Bedeutung. Da in allen vorangegangenen Untersuchungen keine Unterschiede 
zwischen wurzelfreiem und wurzelnahem Boden festgestellt werden konnten, wird im 
folgenden Abschnitt nicht zwischen diesen beiden Fraktionen unterschieden. 
 
 
Abbildung 4.11: Wiederfindung von 14C in den Fraktionen der sequentiellen Extraktion mit 
Calciumchlorid (CaCl2) und der Mikrowellenextraktion (MW) und nicht-extrahierbaren 
Rückständen (NER) von Boden mit 14C-SDZ (9,5 mg/kg Boden) nach 7, 14, 28 und 56 Tagen. 
Anteile an applizierter Aktivität in %. 
 
 
Abbildung 4.11 zeigt die Wiederfindungsraten an 14C in den extrahierbaren Rückständen der 
CaCl2- und Mikrowellenextraktion, sowie in der Fraktion der nicht-extrahierbaren 
Rückstände. Letztere wurde hier nicht durch Verbrennung am Oxidizer sondern rechnerisch 
bestimmt, da die Proben direkt für die Fraktionierung der nicht-extrahierbaren Rückstände 
aufgearbeitet wurden (siehe Kapitel 4.7.1). 
Die durch CaCl2 extrahierbaren Anteile gingen kontinuierlich mit 17,25% an Tag 7 auf 
3,94% an Tag 56 zurück. Innerhalb der durch Mikrowelle extrahierbaren Anteile konnte 
keine Tendenz festgestellt werden. Von Tag 7 nach Tag 14 nahm die Wiederfindung in den 
Mikrowellenextrakten zunächst von 36,75% auf 42,09% leicht zu. Bis Tag 56 nahmen die 
wiedergefundenen Anteile dann wieder ab und betrugen 37,37% der applizierten Aktivität. 
Die berechneten Anteile der nicht-extrahierbaren Rückstände nahmen von Tag bis Tag 56 
von 45,26% auf 53,77% zu. Die hier wiedergefundenen Anteile der potentiell bioverfügbaren 
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Fraktion fallen im Vergleich zu denen aus der zuvor beschriebenen Extraktion (Abb. 4.10) 
geringer aus. Dies ist mit dem zwischen den beiden sequentiellen Extraktionen liegenden 
Zeitraum zu erklären. Zwar wurden die Proben bei -20°C tiefgefroren gelagert, die 
Sorptionsprozesse im Boden scheinen hier allerdings nicht gänzlich zum Erliegen gekommen 
zu sein. Dadurch kann es zu einer Verschiebung hin in die Residualfraktion gekommen sein. 
Wie zuvor in Kapitel 4.1.2 schon gezeigt, konnten durch die Mikrowelle größere Anteile 
extrahiert werden als durch Soxhletextraktion. Die wiedergefundenen Anteile in den 
Extrakten aus Bodenproben von Tag 7 lagen bei 36,75% der applizierten Aktivität. Sie 
nahmen in den Proben von Tag 14 leicht zu und lagen bei 42,09%. Bis Tag 56 nahmen die 
Anteile ab und erreichten 37,37%. Von der Dynamik her entsprechen diese Werte ungefähr 
denen aus der Literatur, wo es nur zu Beginn der Inkubation zu einer starken Abnahme der 
ER kommt und die Fraktion der NER im Verlauf der Inkubation annährend konstant blieb 
[Förster et al., 2009]. 
Die durch Soxhletextraktion geringeren Anteile an ER lassen darauf schließen, dass durch 
diese Methode die Residualfraktion nicht erschöpfend erschlossen wurde. Auf diese Weise 
nicht extrahierte Anteile konnten vermutlich durch die erhöhte Temperatur der Mikrowelle 
extrahiert werden. Bei den nach der Extraktion mittels Mikrowelle entstehenden NER wird 
vermutet, dass es sich um kovalent an die Bodenmatrix gebundene Rückstände handelt. Über 
die genauen chemischen Eigenschaften der hier entstehenden NER kann nur spekuliert 
werden. In den letzten Jahren wurden viele Versuche und Anstrengungen unternommen, 
Licht in die Entstehung der gebundenen Rückstände und den ihr zugrunde liegenden 
chemischen Bindungen zu bringen. Als geeignetes Mittel hat sich die 
Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) herausgestellt. So konnten in Laborversuchen durch 
Peroxidasen vermittelte kovalente Bindungen zwischen Modellhuminstoffen und dem 
Sulfonamid Sulfamethazin beschrieben werden, wobei Schiffsche Basen entstanden [Bialk et 
al., 2005]. Weiterführende Studien mit Sulfapyridin und 3,4-Dihydroxybenzoesäure, die für 
die in natürlichem organischen Material vorkommenden quinoneartigen Strukturen stehen 
sollte, führten zu stabilen Michael-Addukten [Bialk et al., 2007]. Im Gegensatz dazu gelten 
die Produkte, die bei der Bildung der Schiffschen Base entstehen (Iminoquinone), als labiler 
und konnten in Experimenten mit ASE getrennt werden [Gulkowska et al., 2010]. Neben den 
bisher genannten Studien mit einzelnen Monomeren, die in Huminstoffen vorkommen oder 
ähnliche Strukturen aufweisen, wurden auch von Reaktionen zwischen Sulfapyridin und 
Huminsäuren berichtet, die ebenfalls zu Michael-Addukten führten und Peroxidase-
vermittelt abliefen [Bialk et al., 2008]. Michaeladukte gelten als hydrolysestabil und 
persistent im Boden [Parris, 1980] und können so zu einer Immobilisation von 
Sulfonamiden im Boden beitragen. Die hier beschriebenen kovalenten Bindungen wurden 
meist zwischen dem Stickstoff eines Anilins und reaktiven oder aktivierten Funktionen von 
Huminstoffen gebildet. Die Bedeutung einer Anilingruppe für die Bildung von gebundenen 
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Rückständen wurde auch für das Herbizid Isoproturon gezeigt [Scheunert & Reuter, 2000]. 
Da auch das Sulfadiazin einen Anilinteil besitzt, ist es möglich, dass es über diesen an die 
Humusstoffe gebunden wurde, wie es auch für Pestizide bekannt ist [Bollag & Loll, 1983; 
Senesi, 1992]. Möchte man im Boden gebundene Rückstände mittels NMR untersuchen, 
ergeben sich Probleme mit dem dort in großen Mengen vorkommenden Kohlenstoff. Dieser 
führt zu breiten Signalen, sodass kleine chemische Verschiebungen, zu denen es durch die 
Bindung von Xenobiotika kommt, kaum im NMR-Spektrum wahrgenommen werden 
können. Auf diese Weise konnte bisher nur die Einbindung von aromatischen Strukturen von 
SDZ in Huminsäuren, die aus SDZ behandeltem Boden isoliert wurden, experimentell 
bestätigt werden [Junge et al., 2011]. Auf den Einfluss und die Bedeutung von SOM wird in 
Kapitel 4.7.1 nochmals eingegangen. 
 
4.5.2.2 DIF 
Für die Studien mit DIF wurde auf eine sequentielle Extraktion, wie dies bei den Versuchen 
mit SDZ der Fall war, verzichtet. Hier wurde nur mittels ASE extrahiert. Auf die Extraktion 
mit CaCl2 wurde verzichtet, da Vorversuche gezeigt hatten, dass sich durch diese Methode 
keine Anteile von DIF aus Boden extrahieren ließen. Diese vernachlässigbar geringe, leicht 
extrahierbare bzw. potentiell bioverfügbare Fraktion unterstützt die bereits beschriebenen 
Resultate der sehr geringen Mineralisation (Abb. 4.6 & 4.7) und des fehlenden Einflusses auf 
die mikrobielle Aktivität (Abb. 4.9). Demnach schienen fast keine Anteile von DIF 
bioverfügbar im Boden vorzuliegen. 
 
 
Abbildung 4.12: Wiederfindung von 14C in den Fraktionen der ASE-Extrakte und nicht-
extrahierbaren Rückständen (NER) von wurzelfreien (F) und wurzelnahen (W) Bodenproben 
über einen Inkubationszeitraum von 56 Tagen mit 14C-DIF (0,09 mg/kg Boden) ohne Gülle. 
Anteile an applizierter Aktivität in % (n=3). 
 
 ERGEBNISSE & DISKUSSION 79 
 
 
 
In Abbildung 4.12 sind die Wiederfindungsraten von 14C aus den Extraktionsversuchen der 
Ansätze mit DIF und ohne Gülle als ER und NER der wurzelfreien und wurzelnahen 
Bodenproben dargestellt. Für die Maispflanzen erwies sich der Zeitraum von 120 Tagen als 
zu lange um in den Töpfen weiterhin wachsen zu können, sodass für wurzelnahen Boden nur 
Daten bis Tag 56 erhoben werden konnten. 
Auch bei diesen Versuchen ließen sich keine systematischen Unterschiede zwischen 
den Proben des wurzelnahen und wurzelfreien Bodens feststellen. Die extrahierbaren Anteile 
der wurzelfreien Fraktion lagen unmittelbar nach der Extraktion bei 35,14% und blieben bis 
Tag 7 relativ konstant bei ca. 33%. Nach 14 Tagen waren die extrahierbaren Anteile auf 
57,10% angestiegen und nahmen bis Tag 56 auf 18,94% ab. Diese veränderten sich bis zum 
Ende des Inkubationszeitraumes von 120 Tagen nur noch geringfügig und lagen bei 19,59%. 
In der Fraktion der ER des wurzelnahen Bodens kam es über den Versuchszeitraum zu dem 
gleichen Verlauf. Nach 7 Tagen betrug der Anteil der ER 38,52% und stieg nach Tag 14 auf 
50,53% an. Bis Tag 56 nahmen die extrahierbaren Anteile aus wurzelnahem Boden konstant 
ab und betrugen 14,09%. 
Die wiedergefundenen Anteile innerhalb der NER lagen unmittelbar nach der 
Applikation bei 63,64% und nahmen in wurzelfreiem Boden bis Tag 7 auf 70,49% zu. In 
wurzelnahem Boden lagen sie nach 7 Tagen bei 63,05%. Nach 14 Tagen ging der Anteil der 
NER zurück und betrug in wurzelfreiem Boden 44,56% und in wurzelnahem Boden 52,22%. 
Tag 14 stellte den einzigen Tag dar, an dem die nicht-extrahierbaren Anteile geringer 
ausfielen als die der extrahierbaren. Bis Tag 56 stieg die Wiederfindung innerhalb der NER 
des wurzelfreien Bodens auf 73,59%. Zum Ende des Inkubationszeitraums von 120 Tagen hin 
veränderten sich die nicht-extrahierbaren Anteile kaum noch und lagen bei 74,02%. Die NER 
des wurzelnahen Bodens stiegen von Tag 14 bis Tag 56 konstant an und machten 80,98% der 
applizierten Aktivität aus. Die Werte von Tag 14 können in der hier vorliegenden Kinetik als 
Ausreißer angesehen werden. 
Hinsichtlich der ER und NER von DIF konnten keine Unterschiede zwischen der 
wurzelfreien und wurzelnahen Bodenfraktion  festgestellt werden. Auf den Bereich des 
wurzelnahen Bodens sowie den Einfluss der Rhizosphäre wurde bereits im Abschnitt zu SDZ 
eingegangen. Im Bereich der wurzelnahen Zone konnte zwar eine erhöhte mikrobielle 
Aktivität gemessen werden (vgl. Abb. 4.6 & 4.7), dieser Effekt schien sich aber nicht auf die 
ER und NER ausgewirkt zu haben. So konnte zwar gezeigt werden, dass in der Fraktion des 
wurzelnahen Bodens andere Verhältnisse herrschten, ein eventueller Einfluss auf das 
Schicksal von DIF fiel jedoch nicht in den hier messbaren Bereich. Ein direkter Einfluss der 
Mikroorganismen war durch die schlechte Bioverfügbarkeit von DIF vermutlich in jedem 
Szenario sehr gering. 
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Den Hauptpfad des Schicksals von DIF in dem hier untersuchten Boden stellten die 
NER dar. Die der Sequestrierung von DIF zugrunde liegenden Prozesse scheinen zu Beginn 
sehr schnell vonstatten zu gehen, da unmittelbar nach Applikation bereits über 60% der 
applizierten Aktivität als NER vorlagen. Somit bildete sich sehr schnell eine Residualfraktion, 
die erst durch ASE erschlossen werden konnte. Eine schnelle Sorption von verschiedenen FQ 
an Boden wurde in Pflanzenkläranlagen gezeigt [Conkle et al., 2010]. Dort wurde der größte 
Teil von Ciprofloxacin, Ofloxacin und Norfloxacin innerhalb von 20 Stunden an die 
Bodenmatrix adsorbiert. Dieser schnelle Vorgang deutet auf eine starke Affinität von DIF zur 
Bodenmatrix hin. Norfloxacin, Ciprofloxacin und Ofloxacin wurden zudem in Versuchen mit 
Klärschlamm hauptsächlich durch Adsorption aus Wasser entfernt [Li et al., 2010]. 
Eine starke Sorption an Boden und Sediment wurde bereits für einen möglichen 
Metaboliten von DIF, das Sarafloxacin, beschrieben [Marengo et al., 1997; Hektoen et al., 
1995]. Der starken Sorptionsfähigkeit von FQ liegen große Sorptionskoeffizienten zugrunde, 
wodurch sie eine geringe Mobilität im Boden besitzen und in der oberen Bodenschicht 
akkumulieren [Golet et al., 2003]. Die ab Tag 28 nur noch geringfügigen Änderungen 
zwischen den Fraktionen der ER und NER könnten durch ein 
Sorption/Desorptionsgleichgewicht erklärt werden, wodurch die Konzentration innerhalb 
der Residualfraktion konstant bleibt. Eine andere Erklärung könnte die vorliegende limitierte 
Sorptionskapazität des Bodens sein, die hier möglicherweise erreicht wäre. 
Der für die Adsorption von FQ an feste Matrix (Boden, Sediment) 
hauptverantwortliche Mechanismus ist laut der Literatur ein Kationenaustausch zwischen 
der Carboxylgruppe der FQ und der negativ geladenen Oberfläche der Minerale [Nowara et 
al., 1997]. Auf die Interaktionen zwischen FQ und Bodenfraktionen wird im Abschnitt der 
Partikelfraktionierung genauer eingegangen (Kapitel 4.2.5). Neben den Wechselwirkungen 
zwischen FQ und dem mineralischen Teil des Bodens spielen, wie bei allen Xenobiotika, auch 
die Wechselwirkungen zwischen den FQ und der organischen Substanz eine große Rolle. Auf 
die allgemeinen Mechanismen ist bereits im Abschnitt des SDZs eingegangen worden. Auch 
für FQ wurde  eine Korrelation zwischen dem organischen Kohlenstoffgehalt im Boden und 
der Adsorption festgestellt. So wurde z.B. in Lysimeterstudien mit Ofloxacin und Böden mit 
hohen organischen C-Gehalten das Antibiotikum nicht im Sickerwasser gefunden; anders als 
in Böden mit geringen Gehalten [Drillia et al., 2005]. 
 
In Abbildung 4.13 sind die Ergebnisse der ASE-Extraktion der Ansätze mit Gülle als ER und 
NER dargestellt. 
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Abbildung 4.13: Wiederfindung von 14C in den Fraktionen der ASE-Extrakte und nicht-
extrahierbaren Rückständen (NER) von wurzelfreien (F) und wurzelnahen (W)Bodenproben 
über einen Inkubationszeitraum von 56 Tagen mit 14C-DIF mit Gülle. Anteile an applizierter 
Aktivität in % (n=3). 
 
 
Unmittelbar nach Applikation von 14C-DIF und Gülle konnten 39,83% der applizierten 
Aktivität in den Extrakten der ASE wiedergefunden werden. Diese Anteile nahmen bis Tag 14 
konstant ab und betrugen dann 23,67%. Über den weiteren Verlauf blieben die 
extrahierbaren Anteile fast konstant und nahmen leicht ab, sodass sie nach 56 Tagen noch 
20,54% betrugen. In wurzelnahem Boden, für den Tag 56 der einzige Probenametag 
darstellte, lagen die extrahierbaren Anteile bei 18,78% der applizierten Aktivität und damit 
etwas unter denen des wurzelfreien Bodens. Die NER machten direkt nach der Applikation 
schon 51,89% aus und nahmen bis Tag 14 auf 68,09% zu. Auch in der Fraktion der NER kam 
es im weiteren Verlauf zu keinen großen Veränderungen mehr. Nach 56 Tagen betrug der 
Anteil der NER 69,88% der applizierten Aktivität. Die NER des wurzelnahen Bodens 
betrugen nach 56 Tagen 61,74% und lagen damit unter denen des wurzelfreien Bodens. 
Wie in der Studie ohne Gülle, so machten auch unter Zusatz von Gülle die NER den 
Hauptpfad von DIF im Boden aus. Auch sonst konnte kein Effekt der Gülle auf die Verteilung 
der Aktivität auf ER und NER ausgemacht werden. Zwar wurde durch die Gülle dem Boden 
zusätzlich organisches Material zugefügt, dieses wirkte sich aber nicht positiv auf die Bildung 
von NER aus. Reaktionen zwischen DIF und der Matrix der Gülle, die zu NER führten, waren 
aufgrund von Studien mit DIF zur Güllelagerung nicht zu erwarten [Lamshöft et al., 2010]. 
In diesen Untersuchungen waren die während der Güllelagerung gebildeten NER von DIF 
vernachlässigbar gering. Da es in dem Ansatz mit Gülle zu keinem Ausreißer der Werte wie 
an Tag 14 der Untersuchung ohne Gülle kam, konnte hier das bereits beschriebene zeitliche 
Verhalten von DIF im Boden deutlicher dargestellt werden. Hierzu zählen die sehr schnelle 
Festlegung im Boden und die konstanten Anteile von NER und ER ab Tag 14 bis zum Ende 
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der Inkubation. Die zuvor aufgestellte Hypothese der erreichten Kapazität des Bodens kann 
an dieser Stelle widerlegt werden, da die ab Tag 14 erreichten konstanten Anteile für ER und 
NER in beiden Ansätzen gleich waren. Wäre die Kapazität bereits im Ansatz ohne Gülle 
erreicht worden, so müssten die extrahierbaren Anteile im Ansatz mit Gülle deutlich höher 
ausfallen, da hier eine größere Menge DIF appliziert wurde. Demnach war die 
Residualfraktion in beiden Ansätzen anteilsmäßig gleich groß, was auf eine Wechselwirkung 
von DIF mit organischen Bodenbestandteilen, nicht aber solche aus der Gülle schließen lässt. 
 
4.5.3 Aufnahme in Pflanzen 
4.5.3.1 SDZ 
Neben dem Einfluss der Rhizosphäre von Maispflanzen auf das Verhalten von SDZ im Boden 
wurde die Aufnahme des Antibiotikums in die Pflanze untersucht. Hierfür wurden die 
einzelnen Pflanzenteile extrahiert und die Reste zwecks Bestimmung der NER am Oxidizer 
verbrannt. Generell können die in die Pflanze aufgenommenen Rückstände als a) frei 
extrahierbare Rückstände, b) extrahierbare Konjugate, die an Verbindungen der Pflanzen 
gebunden sind oder c) nicht-extrahierbare oder gebundene Rückstände, die in unlöslichen, 
makromolekularen Pflanzenbestandteile festgelegt sind [Khan, 1980] vorliegen. 
 
 
Abbildung 4.14: Wiederfindung von 14C in den Maispflanzen der Versuche mit 14C-SDZ (9,5 
mg/kg Boden) und die Verteilung auf extrahierbare (ER) und nicht-extrahierbare (NER) 
Anteile nach 7, 14, 28 und 56 Tagen. Anteile an applizierter Aktivität in % (n=3). 
 
 
Die in den Pflanzen wiedergefundene Radioaktivität wurde in extrahierbare und nicht-
extrahierbare Anteile unterschieden (Abb. 4.14). Nach 7 Tagen wurden lediglich 0,29% der 
applizierten Aktivität in den Pflanzen wiedergefunden. Diese lag in fast gleichen Anteilen als 
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extrahierbare (0,14%) und nicht-extrahierbare (0,15%) Aktivität vor. Bis Tag 14 nahmen die 
in den Pflanzen wiedergefundenen Anteile auf 0,44% zu, bei ähnlichen Verhältnissen 
zwischen extrahierbaren (0,25%) und nicht-extrahierbaren (0,19%) Anteilen. Nach 28 Tagen 
nahm die Aktivität in den Pflanzen etwas ab und lag bei 0,33% der applizierten Aktivität. 
Dies lag an dem im Vergleich zu den anderen Tagen weniger gut ausgeprägten 
Pflanzenwachstum. Die Pflanzen wiesen weniger Pflanzenmasse auf und konnten somit 
offenbar auch weniger SDZ aufnehmen. Bis Tag 56 nahm die in die Pflanzen aufgenommene 
Aktivität deutlich zu und betrug 0,95% der applizierten Aktivität. 0,56% lagen dabei als 
extrahierbare und 0,39% als nicht-extrahierbare Anteile vor. Ob es sich bei den 
extrahierbaren Anteilen um freie Anteile der Ausgangsverbindung oder Konjugate handelt, 
konnte an dieser Stelle nicht geklärt werden. 
Die aus dem Boden aufgenommenen Anteile an 14C fielen an allen Tagen sehr gering 
aus und lagen deutlich unter den aufgenommenen Anteilen der Hydrokulturversuche. Grund 
hierfür dürften konkurrierende Prozesse, wie z.B. Sorptionsprozesse an der Bodenmatrix 
sein. Eine geringe Aufnahme von SDZ aus Boden wurde für Weizenpflanzen in der Literatur 
beschrieben [Grote et al., 2007]. So fanden sich nach einer Vegetationsperiode weniger als 
0,1% es SDZ in den Weizenpflanzen wieder. Untersuchungen mit dem über Gülle auf Boden 
ausgebrachten Sulfonamid Sulfamethazin und Maispflanzen zeigten ebenfalls eine sehr 
geringe Aufnahme in die Pflanzen. Auch hier fanden sich nach 45 Tagen weniger als 0,1% der 
applizierten Menge in den Pflanzen wieder [Dolliver et al., 2007]. Die schlechte Aufnahme 
durch die Pflanzen aus Boden, kann durch die schnelle Sequestrierung im Boden erklärt 
werden. Auch hier spielen die Bodeneigenschaften eine wichtige Rolle. So wurden für 
Sulfamethazin und Sulfamethoxazol unterschiedlich große Aufnahmen in Weidelgras aus 
drei verschiedenen Böden berichtet [Schneider, 2008]. 
 
Da die Pflanzen in ihre Wurzeln, Stängel und Blätter getrennt und jeweils separat 
aufgearbeitet wurden, konnten ER und NER hinsichtlich ihrer Verteilung in den 
entsprechenden Pflanzenteilen betrachtet werden. 
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Abbildung 4.15: Verteilung von 14C auf extrahierbare (ER) und nicht-extrahierbare (NER) 
Anteile in Blättern, Stängeln und Wurzeln in Maispflanzen nach Inkubation mit Boden und 
14C-SDZ nach 7, 14, 28 und 56 Tagen. Anteile an applizierter Aktivität in %. 
 
 
In Abbildung 4.15 ist die Verteilung der wiedergefundenen Aktivität auf ER und NER der 
Pflanzenteile Wurzeln, Stängel und Blätter dargestellt. Die an den Tagen 7, 14 und 28 
gemessenen NER lagen fast ausschließlich in den Wurzeln vor. Erst nach 56 Tagen konnten 
mit 0,05% und 0,02% auch deutlichere Anteile in den Blättern und in den Stängeln gefunden 
werden. Innerhalb der Fraktion der ER lag in den Tagen 7 bis 14 der größte Anteil in den 
Wurzeln und der geringste Anteil in den Stängeln vor. Die wiedergefundenen extrahierbaren 
Anteile in den Stängeln blieben bis Tag 28 mit 0,02% konstant. Von Tag 7 bis Tag 56 nahmen 
die extrahierbaren Anteile in den Blättern zu. Nach 56 Tagen machten sie mit 0,27% den 
größten Anteil innerhalb der ER aus. Die ER der Wurzeln lagen nach 56 Tagen bei 0,22%, die 
der Stängel bei 0,07%. Wie bei den Versuchen mit Pflanzen auf Hydrokulturen wurde auch in 
den Ansätzen mit Boden der größte Anteil in den Wurzeln wiedergefunden. Untersuchungen 
mit Sulfadimethoxin konnten ebenfalls eine höhere Bioakkumulation in den Wurzeln im 
Vergleich zu den Blättern aufzeigen [Migliore et al., 1996]. Im Unterschied zu den 
Hydrokulturen fielen die extrahierbaren Anteile der Bodenfraktion jedoch größer aus. Dies 
lässt sich durch geringe Mengen Boden erklären, die trotz Säuberung der Wurzeln noch an 
diesen anhafteten. Durch die Extraktion wurden diese Anteile dann von der 
Wurzeloberfläche gelöst. Auffällig waren die im Verhätnis größten Anteile innerhalb der 
Blätter, die zudem überwiegend als extrahierbare Rückstände vorlagen. Eine mögliche 
Erklärung für diese Ergebnisse könnten 14C-Anteile sein, die über Staub aus dem Boden an 
die Blattoberflächen gelangten und dort sorbierten. Die Blätter wurden vor der Extraktion 
zwar mit Wasser gereinigt, dieses vermochte aber evtl. nicht die angelagerten Rückstände 
von der Blattoberfläche zu lösen. 
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Eine Aussage über potentielle Risiken für den Menschen kann an dieser Stelle nicht getroffen 
werden, da keine Informationen über den Antibiotikagehalt innerhalb des essbaren Teils der 
Pflanze, also den Maiskolben, vorliegen. Anders kann dies bei essbaren Pflanzenteilen 
aussehen, die in unmittelbarem Kontakt zum kontaminierten Boden stehen. So wurden 
unterschiedliche Antibiotika aus Boden in den Schalen von Karotten akkumuliert [Boxall et 
al., 2006]. 
 
4.5.3.2 DIF 
In Tabelle 4.4 sind die Wiederfindungsraten von 14C in den Maispflanzen der Versuche mit 
DIF und Gülle zusammengefasst. Neben den insgesamt wiedergefundenen Anteilen wurde 
zwischen ER und NER unterschieden. Über den Verlauf der Versuche kam es zu 
Schwankungen. Am Ende des Inkubationszeitraums von 56 Tagen lagen die aufgenommenen 
Anteile an der applizierten Aktivität bei 0,493%. Trotz der Schwankungen lässt sich 
feststellen, dass der größere Anteil der Aktivität aus den Pflanzen extrahiert werden konnte 
und der geringere Anteil als NER zurück blieb. Diese größeren Anteile der extrahierbaren 
Fraktion wurden bereits in den Hydrokulturansätzen beobachtet. Dies bedeutet, dass auch 
die aus Boden aufgenommenen Anteile von DIF in den Pflanzen zum überwiegenden Teil 
nicht festgelegt wurden. Im Vergleich zu der Aufnahme aus flüssigem Medium fiel die 
Aufnahme aus Boden deutlich geringer aus. Der Hauptgrund für diese sehr geringe 
Aufnahme ist in der starken Sorption von DIF an die Bodenmatrix und einer daraus 
resultierenden sehr geringen Bioverfügbarkeit zu suchen. Da durch CaCl2 keine messbaren 
Anteile extrahiert werden konnten, kann man davon ausgehen, dass die Konzentration des 
Antibiotikums im Bodenwasser sehr gering war und somit kaum DIF für die Aufnahme in die 
Pflanze zu Verfügung stand. In der Literatur gibt es nur wenige Studien, in denen die 
Aufnahme von FQ aus Boden in Pflanzen beschrieben wird. So wurde Enrofloxacin nur in 
den Wurzeln von Karotten gefunden, nicht aber innerhalb der Pflanze transportiert [Boxall et 
al., 2006]. Studien mit Ciprofloxacin, Ofloxacin und Norfloxacin zeigten bei hohen 
Konzentrationen (10 mg/ kg Boden) eine sehr geringe Aufnahme in Kartoffeln. Bei einer 
Konzentration von 1 mg pro kg Boden war eine Aufnahme von Ciprofoxacin und Norfloxacin 
nicht messbar [Kipper et al., 2010]. Anhand der verfügbaren Daten kann bei FQ von einem 
sehr geringen Potential zur Aufnahme aus Boden in Pflanzen gesprochen werden. 
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Tabelle 4.4: Wiederfindung von 14C in den Maispflanzen und die Verteilung auf extrahierbare 
(ER) und nicht-extrahierbare (NER) Anteile in den Versuchen mit 14C-DIF ohne Gülle über 
einen Versuchszeitraum von 56 Tagen. Anteile an applizierter Aktivität in %. 
               Tag 
Pflanze 
7 14 28 56 
gesamt 0,153 0,087 0,129 0,493 
ER 0,150 0,067 0,102 0,305 
NER 0,003 0,019 0,028 0,188 
 
 
Die Aufteilung der wiedergefundenen Aktivität auf ER und NER der jeweiligen Pflanzenteile 
Wurzel, Stängel und Wurzeln ergab die in Tab. 4.5 zusammengefassten Ergebnisse. Sie 
zeigen, dass der überwiegende Anteil in den Wurzeln gefunden wurde. Aus diesen ließ sich 
wiederum der größere Anteil extrahieren. Nach 56 Tagen betrugen die in den Wurzeln 
wiedergefundenen Anteile 0,288% der applizierten Aktivität, wovon 0,192% mittels ASE 
extrahiert werden konnten. Weniger als die Hälfte an Aktivität fand sich im Vergleich dazu in 
den Stängeln wieder. Hier betrugen sie nach 56 Tagen 0,170%, wovon mit 0,087% der 
größere Anteil als NER vorlag. An allen anderen Tagen konnte nach der Extraktion keine 
Aktivität in den Pflanzenresten bestimmt werden. Der geringste Anteil an Aktivität wurde mit 
0,035% nach 56 Tagen in den Blättern wiedergefunden. Diese Anteile waren mit 0,035% fast 
ausschließlich extrahierbar. 
Die größte Wiederfindung von Aktivität in den Wurzeln findet in den oben bereits 
erwähnten Studien von Boxall et al. [2006] ihre Bestätigung. Dort wurde Enrofloxacin nur in 
der Wurzel von Karotten gemessen. Demnach scheint die Translokation von FQ in Pflanzen 
nur sehr gering zu sein. 
 
Tabelle 4.5: Verteilung von 14C auf extrahierbare (ER) und nicht-extrahierbare (NER) Anteile 
in Blättern, Stängeln und Wurzeln in Maispflanzen nach Inkubation mit Boden und 14C-DIF 
über einen Zeitraum von 56 Tagen. Anteile an applizierter Aktivität in %. 
             Pflanzenteil 
Tag 
Wurzel Stängel Blätter 
ER NER ER NER ER NER 
7 0,078 0,003 0,033 n.d. 0,040 n.d. 
14 0,040 0,019 0,011 n.d. 0,016 n.d. 
28 0,073 0,005 0,005 n.d. 0,024 0,023 
56 0,192 0,096 0,073 0,087 0,030 0,005 
 
 
In der Studie mit Gülle wurde nach 56 Tagen 0,132% der applizierten Aktivität in den 
Pflanzen wiedergefunden (Tab. 4.6). Davon lagen 0,114% als ER und 0,018% als NER vor. 
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Innerhalb der Pflanze lag die meiste Aktivität mit 0,112% in den Wurzeln vor, wobei davon 
0,096% extrahierbar waren. Die geringsten Anteile der Aktivität fanden sich mit 0,006% in 
den Stängeln wieder. Die nicht-extrahierbare Aktivität war in den Stängeln so gering, dass sie 
außerhalb des Messbereichs lag. Mit 0,015% befand sich der Rest der in den Pflanzen 
wiedergefundenen Aktivität in den Blättern, wovon 0,013% durch ASE extrahierbar waren. 
Im Vergleich zu den Ansätzen ohne Gülle fielen die aufgenommenen Anteile im Ansatz mit 
Gülle deutlich geringer aus. Was die Verteilung innerhalb der Pflanze angeht, so konnten 
keine großen Unterschiede zwischen den beiden Studien festgestellt werden. Auch im Ansatz 
mit Gülle lag der größte Anteil der wiedergefundenen Aktivität in den Wurzeln vor. 
 
Tabelle 4.6: Verteilung von 14C auf extrahierbare (ER) und nicht-extrahierbare (NER) Anteile 
in Blättern, Stängeln und Wurzeln in Maispflanzen nach Inkubation mit Boden und Gülle 
und 14C-DIF nach 56 Tagen. Anteile an applizierter Aktivität in %. 
       Pflanzenteil 
Fraktion 
Wurzel Stängel Blätter Summe 
ER [%] 0,096 0,006 0,013 0,114 
NER [%] 0,016 n.d. 0,002 0,018 
 
 
Die in den Versuchen größeren Anteile in bzw. an den Wurzeln lassen sich teilweise durch 
eine geringe Kontamination mit Boden erklären. Zwar wurden die Wurzeln gereinigt und mit 
Wasser abgewaschen, es verblieb aber trotzdem ein sehr geringer Anteil an der 
Wurzeloberfläche, der dann auch der Extraktion unterworfen wurde. Wie bei den Pflanzen 
der Studie mit SDZ konnten vermutlich geringe Teile der in den Blättern wiedergefundenen 
Aktivität über Staub vom Boden auf die Blätter gelangen. Diese wurden mit Wasser und 
Zellstoff gereinigt, was adsorbierte Anteile aber evtl. nicht zu lösen vermochte. Erst die 
Extraktion mittels ASE konnte diese Anteile lösen. 
Man kann also davon ausgehen, dass die über die Wurzeln aufgenommenen und in 
der Pflanze transportierten Anteile in den Versuchen mit Boden noch geringer ausfielen. 
Alles in allem kann aus den vorliegenden Ergebnissen geschlossen werden, dass mit 
einer hohen Aufnahme von DIF aus Boden nicht zu rechnen ist. Das Antibiotikum dürfte nur 
in Spuren aufgenommen werden und dann überwiegend an und in der Wurzel verbleiben. 
 
Eine Aussage über potentielle Risiken für den Menschen kann bzgl. des DIFs an dieser Stelle 
jedoch nicht definitiv getroffen werden, da keine Informationen über den Antibiotikagehalt 
innerhalb des essbaren Teils der Pflanze, im vorliegenden Fall also den Maiskolben, 
vorliegen. Etwas anders könnte dies, wie auch beim SDZ, bei essbaren Pflanzenteilen 
aussehen, die in unmittelbarem Kontakt zum kontaminierten Boden stehen. So wurden 
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unterschiedliche Antibiotika aus Boden in oder an den Schalen von Karotten akkumuliert 
[Boxall et al., 2006]. 
 
4.6 Analytik der Extrakte 
4.6.1 SDZ 
Die Extrakte sollten nach Aufarbeitung dünnschichtchromatographisch und durch Radio-
HPLC untersucht werden. In den CaCl2-Extrakten lag jedoch eine zu geringe Konzentration 
für diese Analytik vor. Deshalb wurden nur die Extrakte der Soxhlet- und 
Mikrowellenextraktion mit den beschriebenen Methoden untersucht. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In Abbildung 4.16 ist das Beispielchromatogramm einer Probe gezeigt, welches nach 
dünnschichtchromatographischer Untersuchung und Entwicklung am BioImager erhalten 
wurde. Bei der hier analysierten Probe handelt es sich um den MW-Extrakt eines 
wurzelfreien Bodens nach 28 Tagen Inkubation. Im Analyten konnten mittels Co-
chromatographie mit den entsprechenden 12C Referenzsubstanzen SDZ (Rf = 0,38) sowie die 
Metaboliten N-Acetyl-SDZ (Rf = 0,31) und 4-OH-SDZ (Rf = 0,23) identifiziert werden. N-
Acetyl-SDZ (Rf = 0,31) trat demnach nicht in der Probe auf. 
  
Abbildung 4.16: links: Beispiel eines mittels Bioimager gescannten Radiofilms, der mit einer 
DC-Platte entwickelt wurde; rechts: Auswertung der DC-Spur des Mikrowellenextraktes von 
wurzelnahem Boden an Tag 28 der durch die Bioimager-Software; Peak 2 co-
chromatographiert mit Referenzsubstanz 4-OH-SDZ (Rf = 0,23), Peak 3 co-
chromatographiert mit Referenzsubstanz SDZ (Rf = 0,38), Peak 1 = Startakitivtät. 
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Abbildung 4.17: Beispiel eines HPLC-Chromatogramms von A: Referenzsubstanz 4-OH-SDZ 
im UV-Kanal (254 nm); B: Referenzsubstanzen SDZ (1) & N-Acetyl-SDZ (2) im UV-Kanal 
(254 nm); C: Vermessung des Mikrowellenextraktes von Tag 28 im Radiokanal. Die zeitliche 
Verschiebung zwischen UV- und Radiokanal betrug 0,6 min. 
 
 
Zusätzlich zu der Untersuchung mittels Dünnschichtchromatographie wurden die Extrakte 
durch Radio-HPLC analysiert. Auch hier erfolgte die Identifikation durch Co-
chromatographie der nicht markierten Referenzverbindungen. Als Beispiel der HPLC-
Untersuchung sind in Abb. 4.17 die Chromatogramme der Referenzsubstanzen A) 4-OH-SDZ 
(Rt =15,2 min) und B) SDZ (Rt = 16,8 min) und N-Acetyl-SDZ (Rt = 21,4 min) im UV-Kanal 
gezeigt. Darunter ist das Chromatogramm eines MW-Extraktes aus wurzelfreiem Boden von 
Tag 28 im Radiokanal dargestellt. 
 
Im Folgenden sind die ausgewerteten Daten der HPLC-Analytik zusammengefasst und 
dargestellt (Tab. 4.7). Die Auswertungen der entwickelten Dünnschichtplatten mittels TLC 
und BioImager bestätigten diese Daten. 
 
Tabelle 4.7: Anteile von SDZ und dessen Metabolite an detektierbarer Radioaktivität in den 
Soxhletextrakten des mit 14C-SDZ inkubierten Boden nach 0, 7, 14, 28 und 56 Tagen in % 
nach HPLC-Analyse. 
 Inkubationstage 
 0 7 14 28 56 
 Fraktion F F W F W F W F W 
V
er
b
in
d
u
n
g
 4-OH-SDZ [%] - 9,44 8,89 14,84 12,16 18,62 13,16 19,42 24,24 
SDZ [%] 100 86,28 91,11 75,59 87,84 66,06 59,39 80,58 75,76 
Unbekannt [%] - - - - - 15,32 27,44 - - 
 
 
Wie in Tabelle 4.7 zu sehen ist, lagen an Tag 0, also unmittelbar nach Applikation, nur SDZ in 
den Soxhletextrakten vor. Neben der Ausgangssubstanz SDZ konnte ab Tag 7 in allen 
90 ERGEBNISSE & DISKUSSION 
 
Extrakten der Metabolit 4-OH-SDZ nachgewiesen werden. Zusätzlich zu den beiden 
bekannten Verbindungen SDZ und 4-OH-SDZ traten in den Extrakten von Tag 28 
unbekannte und nicht identifizierbare Metaboliten auf. Diese unbekannten Metaboliten 
machten im wurzelfreien Boden 15,32% und im wurzelnahen Boden 27,44% aus. Mit 
Zunahme der Inkubationszeit nahmen die Anteile an SDZ bis Tag 28 ab und lagen im 
wurzelfreien Boden bei 66,06% und im wurzelnahen Boden bei 59,39%. Zu Tag 56 hin 
nahmen die Anteile von SDZ wieder zu und betrugen 80,58% und 75,76% in wurzelfreiem 
und wurzelnahem Boden. Die Anteile von 4-OH-SDZ lagen an Tag 7 bei 9,44% in 
wurzelfreiem Boden und bei 8,89% in wurzelnahem Boden. Bis Tag 56 nahmen die Anteile 
von 4-OH-SDZ kontinuierlich zu und lagen bei 19,42% und 24,24% in wurzelfreiem und 
wurzelnahem Boden. 
Die hier beschriebenen Ergebnisse zeigen deutlich, dass es im Boden zu einer 
Transformation der Ausgangssubstanz SDZ hin zum 4-OH-SDZ kam. Diese Oxidation, 
genauer gesagt Hydroxylierung, des SDZ kann z.B. von P450-Monooxygenasen katalysiert 
werden. Dieser Metabolismusschritt scheint unmittelbar nach Applikation zu beginnen, da 
bereits nach einer Woche deutliche Anteile an 4-OH-SDZ im Boden gefunden werden 
konnten. Diese Ergebnisse fanden durch vergleichbare Versuche, in denen nur die 
Ausgangssubstanz mit Gülle auf Boden appliziert wurde, ihre Bestätigung [Junge et al., 
2011]. In Schweinen wird SDZ zusätzlich acetyliert, wodurch N-Acetyl-SDZ entsteht 
[Lamshöft et al., 2007]. Eine Acetylierung von SDZ im Boden ist bis heute nicht bekannt, 
allerdings wurde von einer Deacetylierung im Boden zurück zu SDZ berichtet [Förster et al. 
2009], wodurch es zu keiner Sequestrierung des N-Acetyl-SDZ im Boden kommt. 
Feldversuche mit Gülle von SDZ-behandelten Schweinen zeigten ein ähnliches Bild 
[Rosendahl et al., 2011]. In Lysimeterversuchen wurde ein weiterer Metabolit, das 4-(2-
iminopyrimidin-1(2H)-yl)anilin, beschrieben, der im Boden gebildet wurde [Unold et al. 
2009; Kasteel et al., 2010] und bis dahin nur als Photoabbauprodukt bekannt war [Boreen et 
al. 2005; Sukul et al., 2008]. Die Bildung dieses Metaboliten erwies sich zudem als vom 
Bodentyp abhängig. Auch in diesen Versuchen wurde Gülle verwendet, die von Schweinen 
nach Behandlung mit SDZ gewonnen wurde. Da in der vorliegenden Arbeit die Identität der 
gebundenen Rückstände nicht bekannt ist, ist es möglich, dass eventuell entstandene 
Metaboliten eine höhere Affinität zu der Bodenmatrix aufwiesen und schneller an diese 
gebunden bzw. eingelagert wurden. Somit würden sie nicht in der extrahierbaren Fraktion 
vorliegen. Vorangegangene Untersuchungen haben zudem gezeigt, dass die Transformation 
von SDZ im Boden zu polareren Metaboliten überwiegend durch mikrobielle und 
photoinduzierte mikrobielle Aktivität abläuft (Kreuzig et al., 2005). 
 
Um die durch MW extrahierten Verbindungen mit denen durch Soxhletextraktion erhaltenen 
zu vergleichen, wurden auch die MW-Extrakte chromatographisch untersucht. 
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Tabelle 4.8: Anteile von SDZ und dessen Metabolite an der qualifizierbaren Radioaktivität in 
den Mikrowellenextrakten des mit 14C-SDZ inkubierten Boden nach 7, 14, 28 und 56 Tagen in 
% nach HPLC-Analytik. 
                    Inkubationstage 
Verbindung 
7 14 28 56 
4-OH-SDZ [%] 6,97 14,53 15,95 19,46 
SDZ [%] 93,03 85,47 84,05 80,54 
 
 
Die Analytik der Mikrowellenextrakte lieferte Ergebnisse, die mit der Analytik der 
Soxhletextrakte vergleichbar waren (Tab. 4.8). Auch hier machte die Ausgangssubstanz SDZ 
den größten Anteil der extrahierbaren und qualifizierbaren Aktivität aus. Seine Anteile lagen 
an Tag 7 bei 93,03% und nahmen bis Tag 56 auf 80,54% ab. Die Anteile von 4-OH-SDZ 
stiegen von Tag 7 nach Tag 56 von 6,97% auf 19,46%. 
Die Ergebnisse der Mikrowellenextraktion haben gegenüber denen der Soxhletextraktion 
gezeigt, dass die aus Boden extrahierbaren Anteile durch die Mikrowelle bzw. die größeren 
Temperaturen größer ausfielen. Im Metabolitenmuster konnten dagegen keine Unterschiede 
festgestellt werden. Dies würde bedeuten, dass eine festere Einlagerung in die 
Residualfraktion für SDZ und 4-OH-SDZ gleich ist, da sich sonst die Verhältnisse in den 
Mikrowellenextrakten gegenüber denen der Soxhletextrakte unterschieden hätten. 
 
4.6.2 DIF 
Nach Aufarbeitung der Extrakte wurden diese mittels Radio-HPLC und LC-MS/MS 
untersucht. Eine dünnschichtchromatographische Analytik konnte nicht durchgeführt 
werden, da sie keine reproduzierbaren Ergebnisse lieferte (siehe auch Anhang). 
 
Abbildung 4.18: Beispiel eines HPLC-Chromatogramms von A: Referenzsubstanzen  
Sarafloxacin (1) und Difloxacin (2) im UV-Kanal (294 nm); B: Vermessung des ASE-
Extraktes des Ansatzes mit Gülle von Tag 56 im Radiokanal. Die zeitliche Verschiebung 
zwischen UV- und Radiokanal betrug ca. 0,5 min. 
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Als Beispiele für die HPLC-Analytik sind in Abbildung 4.18 oben die Chromatogramme der 
Referenzsubstanzen Sarafloxacin (1, SARA, Rt = 17,30) und Difloxacin (2, DIF, Rt = 17,60) im 
UV-Kanal gezeigt. Das untere Chromatogramm zeigt den HPLC-Lauf einer Probe von Tag 56 
der Ansätze mit Gülle im Radiokanal. 
So wie das hier gezeigte Chromatogramm sahen die Läufe an allen Tagen der Studien 
aus. Es konnte nur ein Peak detektiert werden, der mittels Co-chromatografie als DIF 
identifiziert werden konnte. Metaboliten konnten demnach zu keinem Zeitpunkt der 
Versuche mittels HPLC detektiert werden. Dies galt sowohl für die Studien mit und ohne 
Gülle als auch für die Fraktionen des wurzelfreien und wurzelnahen Bodens. 
 
Um die durch HPLC gezeigten Ergebnisse zu betätigen wurden die Proben zusätzlich durch 
LC-MS/MS untersucht. 
 
 
 
Die LC-MS/MS-Analytik der Proben bestätigten die Ergebnisse der HPLC-Untersuchungen. 
So wurde an allen Probenahmetagen ausschließlich die Ausgangssubstanz DIF in den 
Extrakten gemessen. In Abbildung 4.19 ist das Chromatogramm eines LC-MS/MS-Laufes 
eines ASE-Extraktes von Tag 7 der Studie mit Gülle und DIF gezeigt. Im oberen Teil ist der 
Peak der Ausgangssubstanz mit m/z 401,99 (M++1) gezeigt. Das untere Chromatogramm 
zeigt das Fragmention mit m/z 358,16, welches bei einem Beschuss des Ausgangsmoleküls 
entsteht (M++1 –CO2). 
Die Ergebnisse der Analytik haben gezeigt, dass die Wurzeln bzw. der Bereich um die 
Wurzeln keinen Effekt auf die Bildung von detektierbaren Metaboliten haben. Die Daten der 
Mineralisation bedeuten, dass DIF im Boden biotisch und abiotisch transformiert wird. Da 
die mineralisierten Anteile sehr gering waren, ist es möglich, dass die Konzentrationen der 
im Boden gebildeten Metaboliten zu gering waren, um sie messen zu können. Auch der 
Zusatz von Gülle hatte keinen Einfluss auf die Bildung von Metaboliten. Es ist aber bekannt, 
dass Schweine, die mit DIF behandelt wurden, SARA ausscheiden, welches während der 
Abbildung 4.19: LC-MS/MS-Chromatogramm (positive Ionisierung) von der Vermessung des 
ASE-Extraktes einer Bodenprobe inkubiert mit DIF und Gülle nach 7 Tagen Inkubationszeit. 
Oben: m/z 399,50 – 404,50; Unten: m/z 402,00 @cid 40,00, m/z: 110,00-500. 
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Güllelagerung sehr schnell abgebaut wird [Lamshöft et al., 2010]. Dass FQ relativ stabil sein 
können, haben sogenannte closed bottle tests (CBT) gezeigt, die eingesetzt werden, um den 
biologischen Abbau von organischen Verbindungen abschätzen zu können [Nyholm, 1991; 
OECD, 1992]. In diesen Testverfahren unterliefen die zwei FQ Ciproﬂoxacin und Oﬂoxacin 
keinem biologischem Abbau [Kümmerer et al., 2000]. Dass der Abbau von FQ in Sediment 
und Boden ein sehr langsamer Prozess sein kann, haben Studien mit SARA gezeigt. In diesen 
Untersuchungen wurde SARA in Sediment nach über 80 Tagen nur zu 0,06% abgebaut und 
im Boden lag noch über 80% der Ausgangsverbindung vor [Marengo et al., 1997]. Generell 
scheint der Abbau von FQ unter aeroben Bedingungen schneller abzulaufen als unter 
anaeroben, wie es für Ciprofloxacin gezeigt wurde [Halling-SØrensen et al., 2003]. Auf die 
Fähigkeit von Weiß- und Braunfäulepilze FQ vollständig zu mineralisieren wurde bereits in 
Kapitel 4.5.1.2 eingegangen. Neben diesen Informationen zum vollständigen Abbau der FQ 
finden sich in der Literatur auch Studien zum nicht vollständigen Abbau. Vornehmlich 
wurden Mikroorganismen verwendet, die auch im Boden vorkommen. So konnten in 
Untersuchungen mit Enrofloxacin 3 Metaboliten nachgewiesen werden, die von Mucor 
ramannianus gebildet wurden [Parshikov et al., 2000]. Von Sarafloxacin wurde sogar von 
sechs verschiedenen Metaboliten berichtet, die von Phanerochaete chrysosporium gebildet 
wurden [Marengo et al., 2001]. Dem Metabolismus von FQ können verschiedene Reaktionen 
zugrunde liegen. Eine häufige Reaktion scheint hierbei eine N-Acetylierung zu sein, die z.B. 
beim Abbau von Ciprofloxacin durch Mucor ramanianus und Norfloxacin durch 
verschiedene Mycobacterium-Arten beschrieben wurde [Parshikov et al., 1999; Adjei et al., 
2006]. Bei letzterem kam es außerdem zu einer N-Nitrosierung während des 
Transformationsprozesses [Adjei et al., 2006]. Weitere Mechanismen, die beim Abbau von 
FQ eine Rolle spielen, sind mono- und di-Hydroxylierungen, wozu es beim Abbau von 
Ciprofloxacin durch den Braunfäulepilz Gloeophyllum striatum kam [Wetzstein et al., 1999]. 
In diesen Studien wurden auch der Abbau und die vollständige Eliminierung des 
Piperazinrings beobachtet. Der vollständige Abbau des Piperazinteils von Danofloxacin 
erfolgt auch durch Candida lipopytica, Pseudomonas fluorescens sowie verschiedene Arten 
von Mycobacterium und Penicillium [Chen et al., 1997]. Der Abbau des Piperazinrings kann 
auch rein chemisch durch Photolyse erfolgen [Burhenne et al. 1997]. Dieser Prozess erfolgte 
sehr schnell, wobei der Abbau des Quinolonteils langsamer verlief. Was die Reaktion mit 
Licht angeht, so sind DIF und SARA sehr photoinstabil und besitzen Halbwertszeiten von 
unter einer Stunde [Prabhakaran et al., 2009; Davis et al., 1993; Kusari et al., 2009]. Dieser 
Abbau spielt im Boden jedoch eine untergeordnete Rolle, da nur die Bodenoberfläche 
direkten Kontakt zu Licht haben kann. Neben den bisher genannten biologischen 
Abbauprozessen von FQ können auch abiotische Prozesse im Boden eine Rolle spielen. So 
wurde der Einfluss von Mangandioxid auf den Abbau verschiedener FQ von Zhang und 
Huang [2005] gezeigt. In diesen Studien besaßen die eingesetzten FQ eine hohe Reaktivität 
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zu MnO2 und es kam zu schnellen Reaktionen. Der Hauptsorptions- und Oxidationsort war 
bei diesen Reaktionen der Piperazinring. Hier kam es zu Dealkylierungen und 
Hydroxylierungen, wobei der Quinolonteil überwiegend intakt blieb [Zhang & Huang, 2005]. 
Durch diese Studien wurde gezeigt, dass im Boden ein generelles Potential zum Abbau 
von FQ vorliegt. Allerdings spielt auch hier die (Bio)-Verfügbarkeit der Verbindungen im 
Boden eine Rolle. So wurden die Studien zum biologischen Abbau mit Mikroorgansimen in 
Flüssigmedien durchgeführt, in denen die Antibiotika wesentlich leichter verfügbar vorlagen 
als dies im Boden der Fall ist. Somit scheint der Abbau im Boden ein sehr langsamer Prozess 
zu sein. 
 
4.7 Huminstofffraktionierung 
4.7.1 SDZ 
Da der Hauptpfad des Sulfadiazins die gebundenen Rückstände darstellte, galt diesen ein 
besonderes Interesse. Speziell die organische Substanz, welche für alle Sulfonamide und viele 
Xenobiotika und deren Bindung im Boden eine große Bedeutung besitzt, wurde in dieser 
Arbeit mit den Fraktionen der Humin- und Fulvinsäuren genauer untersucht. Durch die hier 
verwendete traditionelle Methode zur Isolierung von Humin- und Fulvinsäuren erhielt man 
vier Fraktionen der nicht extrahierbaren Rückstände. Dabei handelte es sich neben den HA 
und FA um die HCl-Fraktion, in der sich Salze, Kationen, andere anorganische Substanzen 
sowie organische Nicht-Huminstoffe befanden, und die Fraktion der unlöslichen Humine 
und Minerale. Im Folgenden sind die Ergebnisse der Untersuchung zur Verteilung der durch 
vorangegangene Soxhlet- und Mikrowellenextraktion definierten nicht-extrahierbaren 
Rückstände beschrieben. 
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Abbildung 4.20:Wiederfindung von 14C in den Fraktionen des HCl-Extraktes (HCl), der 
Fulvinsäuren (FA), Huminsäuren (HA) und nicht löslichen Humine & Minerale nach 
vorangegangener Soxhletextraktion aus Boden nach 0, 7, 14, 28 und 56 Inkubationstagen mit 
14C-SDZ. Anteile in % der applizierten Aktivität (n=3), F = wurzelfreier Boden, W = 
wurzelnaher Boden. 
 
 
In Abbildung 4.20 sind die Wiederfindungsraten in den Fraktionen über den Verlauf der 56 
Tage und nach Soxhletextraktion dargestellt. Allen Fraktionen war gemein, dass ihre Anteile 
von Tag 0 bis Tag 28 zunahmen und dann leicht zurückgingen bzw. die der HCl-Fraktion ab 
Tag 7 konstant zwischen 10% und 11% blieben. Zwischen den Proben des wurzelfreien und 
wurzelnahen Bodens konnten keine Unterschiede festgestellt werden. Von allen Fraktionen 
lagen die geringsten Anteile in der HCl-löslichen Fraktion vor. Der größte Anteil an Aktivität 
wurde in der Fraktion der Huminsäuren gefunden. Sie stiegen von Tag 0 bis Tag 28 von 
6,68% auf 34,33% und nahmen bis Tag 56 leicht ab und betrugen 31,91% in wurzelfreiem 
Boden. In wurzelnahem Boden nahmen die Anteile in der Huminsäurefraktion von Tag 7 bis 
Tag 28 von 26,80% auf 34,45% zu und gingen auf 31,51% nach 56 Tagen zurück. Etwas 
geringere Anteile wurden in der Fulvinsäurefraktion gefunden. In wurzelfreiem Boden 
stiegen die Anteile von 6,68% an Tag 0 auf 29,32% an Tag 28 und gingen nach 56 Tagen auf 
27,83% zurück. Die Anteile in der Fulvinsäurefraktion des wurzelnahen Bodens stiegen von 
Tag 7 mit 25,12% auf 30,00% an Tag 28. Nach 56 Tagen betrug der Anteil in den 
Fulvinsäuren noch 28,65%. Innerhalb der Fraktion der nicht löslichen Humine und Minerale 
nahmen die wiedergefundenen Anteile bis Tag 28 in wurzelfreiem Boden von 4,04% an Tag 0 
auf 22,19% zu. Bis Tag 56 blieben sie mit 22,11% annährend konstant. In den Proben des 
wurzelnahen Bodens nahmen die Anteile der Humin- und Mineralfraktion von 17,09% an 
Tag 7 auf 20,32% an Tag 14 zu. Bis Tag 28 nahmen die Anteile etwas ab und betrugen 19,13%, 
bis Tag 56 nahmen sie wieder zu und lagen bei 21,15%. Die genaue Natur der relativ geringen 
Anteile an 14C in der löslichen HCl-Fraktion konnten in dieser Arbeit nicht aufgeklärt werden. 
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Die leicht gelbliche Färbung der Extrakte könnte darauf schließen lassen, dass in diesem 
Schritt bereits geringe Mengen an säurelöslichen Fulvinsäuren aus der Bodenmatrix entfernt 
wurden. 
Wie zuvor für die Extrahierbarkeit von SDZ schon gezeigt, konnte auch kein Einfluss 
der Wurzeln auf die Verteilung der NER innerhalb der Huminstofffraktionen festgestellt 
werden. Auch an dieser Stelle sei jedoch gesagt, dass ein eventueller Einfluss zu gering 
ausgefallen wäre, um ihn in diesen Versuchen nachweisen zu können. 
Allgemein lässt sich sagen, dass das Sorptions- und Einlagerungspotential der 
organischen Materie von seinen zugänglichen funktionellen Gruppen auf organo-
mineralischen Oberflächen und Hohlräumen in der drei-dimensionalen Struktur abhängt 
[Thiele-Bruhn et al. 2004]. Im hier verwendeten Boden kam es zu einem überwiegenden Teil 
zu einer Einlagerung in die Humin- und Fulvinsäuren. In der Literatur ist die Bindung von 
Xenobiotika in Humin- und Fulvinsäuren z.B. für Atrazin beschrieben [Munier-Lamy et al., 
2002]. Für Sulfadiazin wurden nach Soxhletextraktion (EtOH:H2O) bereits von 
Einlagerungen in die Huminstoffe berichtet [Schmidt et al., 2008; Junge et al. 2011]. 
Insgesamt fanden sich in diesen Studien die größten Anteile in den Humin- und 
Fulvinsäuren wieder. Aufgrund des Extraktionsablaufes mit organischen und anorganischen 
Lösemitteln wurde davon ausgegangen, dass diese Rückstände in diesen Fraktionen kovalent 
gebunden vorlagen. Über die Natur dieser Bindungen wurde bereits in Kapitel 4.1.5.2 
eingegangen. An dieser Stelle sei jedoch noch einmal die Rolle der Anilingruppe 
hervorgehoben. So sind z.B. Chloraniline dafür bekannt, im Boden recht große Mengen an 
NER zu bilden [Roberts, 1984; Khan, 1982]. So erfolgte die Bindung von 3,4-Dichloranilin in 
Sediment vornehmlich an die Huminfraktion und weniger an anorganisches Material, wie 
Ton [Heim et al., 1995]. Auch für SDZ wurde in Sorptionsstudien eine größere Affinität 
gegenüber organischem im Vergleich zu anorganischem Material nachgewiesen [Thiele-
Bruhn, et al. 2004]. Die zugrunde liegenden Wechselwirkungen dieser Sorptionsprozesse 
wurden hier bereits beschrieben, sie können aber als Vorstufen zu einer kovalenten 
Einbindung gesehen werden. Diese wiederum sind in in vitro Versuchen mit einfachen 
Anilinen sowie Sulfonamiden und Huminstoffen bzw. deren Monomere gezeigt worden 
[Bollag et al., 1983; Bialk et al., 2005]. Hinweise darauf, dass ein großer Teil der NER von 
SDZ kovalent gebunden im Boden vorliegen, lieferten Heise et al. [2006] mit 
Silylierungsversuchen. In der Vergangenheit wurde die Silylierung dazu verwendet, NER von 
Xenobiotika freizusetzen bzw. zu lösen, die nicht kovalent gebunden bzw. sequestriert in der 
Bodenmatrix vorlagen [Dec & Bollag, 1997]. Da nach der Silylierung weiterhin der größte 
Anteil der NER von SDZ in Boden und nicht löslich vorlag, kann man vermuten, dass SDZ in 
großem Maße kovalent gebundene Rückstände im Boden bildet. 
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Neben den Böden nach der Soxhletextraktion wurden auch die mittels Mikrowelle 
extrahierten Böden in ihre Huminstofffraktionen getrennt (Abb. 4.21). 
 
Abbildung 4.21:Wiederfindung von 14C in den Fraktionen des HCl-Extraktes (HCl), der 
Fulvinsäuren (FA), Huminsäuren (HA) und nicht löslichen Humine & Minerale nach 
vorangegangener Mikrowellenextraktion aus Boden nach 7, 14, 28 und 56 Inkubationstagen 
mit 14C-SDZ. Anteile in % der applizierten Aktivität. 
 
 
In den Böden nach Mikrowellenextraktion befanden sich die geringsten Anteile in der HCl-
löslichen Extraktion. Von Tag 7 bis Tag 56 lagen sie konstant zwischen 1,59% und 1,69% der 
applizierten Aktivität. Im Unterschied zu den Fraktionen nach der Soxhletextraktion lagen in 
den Böden der MW die größten Anteile in der nicht löslichen Fraktion der Humine und 
Minerale vor. Von Tag 7 bis Tag 14 stiegen sie von 14,77% auf 22,14% an, nahmen bis Tag 28 
auf 15,55% ab und betrugen nach 56 Tagen 20,82% der applizierten Aktivität. Innerhalb der 
Fraktion der Fulvinsäuren nahmen die Anteile über den Verlauf der Inkubation stetig zu. Von 
Tag 7 bis Tag 56 stiegen sie von 6,74% auf 9,45% an. Die Anteile in der Fraktion der 
Huminsäuren betrugen nach 7 Tagen 3,83% und stiegen bis Tag 56 auf 5,68% an. 
Verglichen mit den Ergebnissen der Huminstoffraktionierung der durch Soxhlet 
extrahierten Böden fällt auf, dass im Verhältnis zu der unlöslichen Fraktion der Humine und 
Minerale die Anteile in den Fraktionen der Humin- und Fulvinsäuren deutlich geringer 
ausfielen. Wie in Abschnitt 4.1.5.2 bereits gezeigt, wurden durch die Mikrowellenextraktion 
größere Anteile aus den Bodenproben extrahiert. Diese zusätzlich extrahierten Anteile 
scheinen demnach hauptsächlich aus den Fraktionen der Humin- und Fulvinsäuren zu 
stammen. Als Grund hierfür können die bereits erwähnten labileren kovalenten Bindungen 
zwischen Sulfonamiden und Huminstoffen (Iminoquinone) in Betracht gezogen werden, 
deren Bindungen durch stärkere Extraktionsmethoden getrennt werden konnten 
[Gulkowska et al., 2010]. Dies wiederum wäre ein Hinweis darauf, dass die sogenannte 
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Residualfraktion auch aus SDZ und dessen Metaboliten besteht, die schwach kovalent an die 
organische Fraktion gebunden vorliegt. 
 
4.7.2 DIF 
Im Folgenden sind die Ergebnisse der Huminstofffraktionierung der Ansätze mit DIF mit 
und ohne Zusatz von Gülle zusammengefasst. 
 
 
Abbildung 4.22:Wiederfindung von 14C in den Fraktionen des HCl-Extraktes (HCl), der 
Fulvinsäuren (FA), Huminsäuren (HA) und nicht löslichen Humine & Minerale nach ASE aus 
wurzelfreihem Boden nach 0, 1, 7, 14, 28 und 56 Inkubationstagen mit 14C-DIF. Anteile in % 
der applizierten Aktivität. 
 
 
Abbildung 4.22 zeigt die Wiederfindung von 14C nach Huminstofffraktionierung der Ansätze 
mit DIF ohne Gülle. Die geringsten Anteile fanden sich in der HCl-löslichen Fraktion wieder 
und konnten mit 0,22% erst ab Tag 1 nachgewiesen werden. Im Laufe der Inkubation 
nahmen die Anteile in der HCl-Fraktion zu und machten nach 120 Tagen 2,07% der 
applizierten Aktivität aus. Leicht höhere Anteile wurden in der Fraktion der nicht-löslichen 
Humine und Minerale nachgewiesen. Über den Versuchszeitraum unterlagen die in ihr 
gefundenen Anteile geringen Schwankungen, blieben so zwischen 6 und 9% relativ konstant. 
Die deutlich größten Anteile wurden in den Fulvinsäurefraktionen wiedergefunden. Sie 
betrugen an Tag 0 46,63% und stiegen bis Tag 7 auf 54,00% an. Von Tag 7 bis Tag 14 nahmen 
die Anteile in den FA auf 40,35% ab und blieben bis Tag 120 mit 39,60% relativ konstant. 
Nach den FA lagen in den Huminsäuren die meisten Anteile vor, in denen es jedoch zu 
merklichen Schwankungen kam. An den ersten beiden Inkubationstagen betrugen die Anteile 
30,23% und 32,97%. Bis Tag 14 gingen die Anteile in den HA auf 24,20% zurück. Nach 28 
Tagen lagen die Anteile mit 26,27% wieder etwas höher. Bis zum Ende des 
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Inkubationszeitraums gingen die Anteile wieder zurück und machten nach 120 Tagen 19,62% 
der applizierten Aktivität aus. Vergleicht man die Anteile der NER bis Tag 7 mit denen, die in 
den Fraktionen der Huminstofffraktionierung wiedergefunden wurden, so fällt auf, dass 
letztere deutlich größer ausfielen. Diese Diskrepanz lässt sich nur mit einer Inhomogenität 
des Probenmaterials der ersten Inkubationstage erklären. 
Im Abschnitt zum Sulfadiazin wurde bereits auf das Potential von Huminstoffen 
eingegangen, Fremdstoffe festlegen zu können. So spielten sie eine wichtige Rolle bei der 
Einlagerung von SDZ, welches sich zum überwiegenden Teil in den Humin- und 
Fulvinsäuren wiederfand. Auch die auf 14C-DIF zurückzuführende nicht-extrahierbare 
Aktivität fand sich zum größten Teil in den Humin- und Fulvinsäuren wieder. Somit besitzt 
DIF neben einer starken Affinität zu Tonmineralen auch eine große Affinität zu 
Huminstoffen, insbesondere den Humin- und Fulvinsäuren. Aufgrund der geringeren 
Anteile, die in der Humin- und Mineralfraktion wiedergefundenen wurden, kann festgestellt 
werden, dass den Huminstoffen eine größere Rolle bei der Festlegung von DIF zukommt als 
der mineralischen Fraktion. Somit kann die schnelle Bildung von NER nur bedingt mit einer 
schnellen Sorption an die Tonminerale erklärt werden. Die Einbindung in die Huminstoffe 
scheint hier in vergleichbarer Geschwindigkeit abzulaufen. Über Reaktionen von FQ mit 
Huminstoffen ist nur wenig bekannt. Modellversuche mit Ciprofloxacin und einem 
Modellhuminstoff stellten die Bedeutung von Wasserstoffbrücken zwischen den 
Huminstoffen und dem Antibiotikum heraus [Aristilde & Sposito, 2009]. Demnach trägt die 
Fähigkeit von FQ-Antibiotika, mehrere H-Brücken über ihre polare Gruppen ausbilden zu 
können, entscheidend zu ihrer großen Affinität zu organischem Material bei. Hierbei kommt 
es zu Konformationsänderungen der Huminstoffe durch Umlagerungen der hydrophoben 
und hydrophilen Regionen des Huminstoffmoleküls. Zusammen mit der Spaltung 
intramolekularer H-Brücken wird so die Ausbildung von intermolekularen H-Brücken zu 
Ciprofloxacin unterstützt. Daneben wurde von FQ-Metall-HA-Komplexen berichtet, die 
zwischen der Carboxylgruppe des Antibiotikums und den an Huminstoffen gebundenen 
Metallkationen ausgebildet werden. 
 
Neben den Proben des wurzelfreien Bodens ohne Gülle wurde auch mit wurzelnahem Boden 
eine Huminstoffextraktion durchgeführt. Die Ergebnisse der Verteilung von 14C auf die HCl-
lösliche Fraktion, Humin- und Fulvinsäuren sowie Humine und Minerale sind in Abbildung 
4.23 gezeigt. 
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Abbildung 4.23:Wiederfindung von 14C in den Fraktionen des HCl-Extraktes (HCl), der 
Fulvinsäuren (FA), Huminsäuren (HA) und nicht löslichen Humine & Minerale nach ASE aus 
wurzelnahem Boden nach  7, 14, 28 und 56 Inkubationstagen mit 14C-DIF. Anteile in % der 
applizierten Aktivität. 
 
 
Im Vergleich zu der Wiederfindung in den Huminstofffraktionen des wurzelfreien Bodens 
konnten keine Unterschiede zwischen diesen beiden Experimenten festgestellt werden. Die 
HCl-löslichen Anteile waren sehr gering und stiegen von Tag 7 nach Tag 56 von 0,23% auf 
1,63% an Tag 28. An Tag 56 konnte wie beim wurzelfreien Boden keine Aktivität durch HCl 
extrahiert werden. Innerhalb der Fraktion der Humine und Minerale blieben die Anteile an 
der applizierten Aktivität relativ konstant bis Tag 28 zwischen 6 und 7%. Bis Tag 56 nahmen 
sie leicht zu und lagen bei 8,86%. Wie beim wurzelfreien Boden lagen auch im wurzelnahen 
Boden die größten Anteile in der Fraktion der Fulvinsäuren vor. An Tag 7 betrugen sie 
49,17% und nahmen bis Tag 14 auf 39,97% ab. Im Laufe der Inkubation blieben die 
wiedergefundenen Anteile konstant bei ca. 40%. In den Huminsäuren wurden nach den 
Fulvinsäuren die zweitgrößten Anteile an Aktivität gefunden. Hier lagen die Anteile nach 7 
Tagen bei 29,97% und nahmen bis Tag 56 auf 19,62% ab. Wie bei allen anderen untersuchten 
Parametern, so konnte auch bei der Verteilung der nicht-extrahierbaren Aktivität auf die 
Huminstofffraktionen keine Unterschiede zwischen wurzelfreiem und wurzelnahem Boden 
festgestellt werden. Demnach hatten Wurzeln in dem hier untersuchten Bereich des Bodens 
keinen messbaren Einfluss auf die Einlagerung in die Huminstoffe. 
 
Zusätzlich zu der oben beschriebenen Partikelfraktionierung wurden die Proben des Ansatzes 
mit Gülle nach der Extraktion auch einer Huminstofffraktionierung unterzogen. Die hierbei 
erhaltenen Wiederfindungen innerhalbe der Fraktionen sind in Abbildung 4.24 gezeigt. 
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Abbildung 4.24:Wiederfindung von 14C in den Fraktionen des HCl-Extraktes (HCl), der 
Fulvinsäuren (FA), Huminsäuren (HA) und nicht löslichen Humine & Minerale nach ASE aus 
wurzelfreiem Boden nach 0, 1, 7, 14, 28 und 56 Tagen ohne Pflanze und 56 Tagen mit Pflanze 
mit 14C-DIF. Anteile in % der applizierten Aktivität. 
 
 
Wie in den vorherigen Fraktionierungen der von DIF gebildeten NER fanden sich auch in 
den HCl-löslichen Fraktionen des Ansatzes mit Gülle sehr geringe Mengen an Aktivität. Nach 
56 Tagen betrugen die in ihr bestimmten Anteil 1,26% für wurzelfreien Boden und 1,05% für 
wurzelnahen Boden. Die Wiederfindungsraten in der Fraktion der Humine und Minerale 
blieb über den gesamten Versuchszeitraum relativ konstant und lagen nach 56 Tagen in 
wurzelfreiem Boden bei 8,70% und in wurzelnahem Boden bei 7,68%. Innerhalb der 
Huminsäuren nahmen die Anteile von Tag 0 mit 14,81% bis Tag 28 mit 22,30% zu. Nach Tag 
56 waren die wiedergefundenen Anteile etwas geringer und lagen bei 15,25%. In 
wurzelnahem Boden fielen die Anteile an Tag 56 mit 15,26% fast identisch aus. Die größten 
Anteile an Aktivität wurden in den Fulvinsäuren gefunden. Unmittelbar nach der Applikation 
(Tag 0) betrugen die Anteile 33,01% und stiegen innerhalb eines Tages auf 41,22% an. Im 
weiteren Verlauf blieben die Anteile bis Tag 28 relativ konstant. Nach 56 Tagen lagen 48,36% 
der applizierten Aktivität in den Fulvinsäuren des wurzelfreien Bodens vor und 41,06% in 
denen des wurzelnahen Bodens. Insgesamt lagen die Anteile an Radioaktivität, die in den 
Fraktionen des wurzelnahen Bodens gefunden wurden unter denen des wurzelfreien Bodens. 
Dies lag daran, dass die Anteile der NER des wurzelnahen Bodens unter denen des 
wurzelfreien Bodens lagen (vgl. Abb. 4.13). Innerhalb der Fraktionen der Huminstoffe 
unterschieden sich nur die Werte der Fulvinsäuren der beiden Bodenfraktionen (W, F). Eine 
Hypothese bzgl. der geringeren Anteile der NER in wurzelnahem Boden wäre eine Aufnahme 
durch die Pflanzen, was aber anhand der aufgenommenen Anteile eher unwahrscheinlich ist 
(siehe Tab. 4.5). Ein erhöhter mikrobieller Abbau in der wurzelnahen Zone ist auch eher 
unwahrscheinlich, da in den Studien ohne Gülle kein solcher Effekt festgestellt werden 
0
10
20
30
40
50
60
70
80
0 1 7 14 28 56 56
A
n
te
il
 a
p
p
l.
 A
k
ti
v
it
ä
t 
[%
]
Inkubationszeit [d]
Humin & Minerale HA FA HCl
ohne
Pflanze
mit 
Pflanze
102 ERGEBNISSE & DISKUSSION 
 
konnte. Vermutlich beruht die Diskrepanz der Werte auf einer Inhomogenität des 
Probenmaterials. 
Zwischen den Studien mit und ohne Gülle konnten hinsichtlich der wiedergefundenen 
Aktivitäten innerhalb der Huminstofffraktionen keine Unterschiede festgestellt werden. Ein 
Effekt der Gülle auf die Verteilung der NER innerhalb der Huminstofffraktionen kann 
demnach ausgeschlossen werden. 
 
4.8 SEC der Fulvinsäuren 
Die über XAD aufgereinigten Fulvinsäurefraktionen wurden im weiteren Verlauf durch 
HPLC-Größenausschlusschromatographie untersucht. 
 
4.8.1 SDZ 
 
Abbildung 4.25: SEC-HPLC Chromatogramme (von oben nach unten) im UV-Kanal (254 
nm), A) die Polymerstandards (14.500, 6.530 und 910 g/mol), B) die aufgereinigten 
Fulvinsäuren (FA) aus unbehandeltem Boden und C) die aufgereinigten Fulvinsäuren eines 
mit 14C-SDZ inkubierten Bodens nach 28 Tagen sowie D) im Radiokanal. 
 
 
Für die SEC-HPLC wurden Polymerstandards mit 14.500, 6.530 und 910 g/mol verwendet, 
deren Chromatogramm im UV-Kanal oben in Abb. 4.25 (A) dargestellt ist. Darunter ist das 
Chromatogramm von extrahierten und aufgereinigten Fulvinsäuren eines nicht mit SDZ 
behandelten Bodens zu sehen (B). Auffällig sind die zwei großen Peaks mit den 
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Retentionszeiten 8,20 min und 9,77 min. Die zuerst eluierenden Verbindungen lagen in 
einem Größenbereich zwischen 6.530 und 910 g/mol und die Verbindungen des 2. Peaks 
kleiner 910 g/mol. Zwei kleinere Peaks wurden bei 11,53 min und 12,22 min detektiert. Im 
unteren Teil von Abb. 4.25 sind die Chromatogramme des UV- (C) und Radiokanals (D) von 
aufgereinigten Fulvinsäuren nach 28 Tagen Inkubation mit 14C-SDZ gezeigt. Im UV-Kanal 
sind wie im Chromatogramm der unbehandelten FA bei 8,07 min und 9,17 min 2 große Peaks 
zu sehen. Der Peak mit einer Retentionszeit von 10,85 min wies in Proben von 14C-FA eine 
deutlich größere Intensität auf als in der Probe von unbehandelten FA. Im Radiokanal 
wurden 2 Peaks detektiert, ein erster breiter mit einer Retentionszeit von 8,92 min (F 1) und 
ein zweiter schärferer bei einer Retentionszeit von 11,18 min (F 2). Bei der früher eluierenden 
Fraktion F 1 handelt es sich nach Chromatographie-Daten der Standards um Verbindungen 
mit einem Molekulargewicht > 910 g/mol und bei der später eluierenden Fraktion F 2 um 
Verbindungen mit einem Molekulargewicht < 910 g/mol. 
Diese Verteilung innerhalb der Fulvinsäuren wurde in der Literatur bereits 
beschrieben [Junge et al., 2011]. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass es sich bei der 
ersten Fraktion (F 1) um 14C-Rückstände des SDZ handelte, die kovalent an die Fulvinsäuren 
gebunden vorlagen. Bei der zweiten Fraktion könnte es sich um die Ausgangssubstanz SDZ 
oder dessen Metaboliten handeln, die nicht kovalent in den Fulvinsäuren vorlagen. Dieser 
Hypothese wurde im weiteren Verlauf der Arbeit nachgegangen. 
 
In den Abbildungen 4.26 sind die Verhältnisse der beiden im Radiokanal detektierten 
Fraktionen F 1 und F 2 der mittels SEC-HPLC untersuchten aufgereinigten Fulvinsäuren 
dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.26: HPLC-Untersuchung der Fulvinsäuren durch Größenausschluss: 
Wiederfindung von 14C in Fraktionen mit MW 910 g/mol (F1) und MW < 910 g/mol (F2) aus 
wurzelfreiem Boden (links) nach 0, 7, 14, 28 und 56 Tagen und wurzelnahem Boden (rechts) 
nach 7, 14, 28 und 56 Tagen mit 14C-SDZ und nach Soxhletextraktion (bezogen auf den 14C-
Gehalt in den Fulvinsäuren) (n=3). 
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Innerhalb der Fulvinsäuren der soxhletextrahierten wurzelfreien Böden verteilte sich die 
Aktivität zum größten Teil auf die Fraktion F 1 (Abb. 4.15). Von Tag 0 bis Tag 28 stiegen ihre 
Anteile von 59,03% auf 69,25% an, nach 56 Tagen betrug ihr Anteil vergleichbare 68,31%. 
Der Anteil der Fraktion F 2 nahm entsprechend von Tag 0 mit 40,97% bis Tag 28 mit 30,75% 
ab und lag nach 56 Tagen bei 31,70%. 
Auch in den Fulvinsäuren des wurzelnahen Bodens lag der überwiegende Teil 
Aktivität in der Fraktion F 1 vor. Im Verlauf der Inkubation blieb die Verteilung annährend 
konstant und stieg in Fraktion F 1 von Tag 0 bis Tag 56 nur leicht von 63,25% auf 66,88% an. 
Die Anteile von Fraktion F 2 nahmen über den Verlauf der Inkubation von 36,75% auf 
33,12% ab. 
Was die Verteilung der Rückstände innerhalb der Fulvinsäuren angeht, so konnte 
kein Einfluss der Pflanzen bzw. deren Wurzeln festgestellt werden. Auf mögliche Ursachen 
wurde bereits eingegangen. 
Die beobachtete leichte Verschiebung hin zur Fraktion mit größerem 
Molekulargewicht (> 910 g/mol) könnte darauf hindeuten, dass es innerhalb der 
Fulvinsäuren mit der Zeit zu einem Umsatz von nicht kovalent gebundenem SDZ bzw. dessen 
Metaboliten hin zu kovalent gebundenen Rückständen kam. In zuvor durchgeführten 
Versuchen erwies sich diese Verschiebung in Richtung der größeren Fraktion als noch 
ausgeprägter [Junge et al., 2011]. 
Ein Grund für die Verschiebung kann in dem Prozess der Humusbildung liegen, bei 
dem es zu der Bildung von großen Polymeren kommt. Zu Beginn kam es zu einer Bindung an 
kleine und große Fulvinsäuren. Bei den Versuchen handelte es sich insofern um geschlossene 
Systeme, da über den Versuchszeitraum kein neues organisches Material in den Boden 
eingebracht wurde. Die größeren Fulvinsäuren nahmen so mengenmäßig zu, ohne dass 
kleinere nachgebildet wurden. Eine weitere Erklärung könnte in der komplexen Natur der 
Huminstoffe liegen. Man hat so auch den Begriff der heterogenen [Kögel-Knabner, 1993] 
und instabilen [Baldock & Skjemstad, 2000] Huminstoffkontinuen eingeführt. Eine 
weiterführende Beschreibung liefert Harms [2005], der von einem „offenen und 
kohärentdynamischen heterogenene Huminstoffkontinuum“ spricht. „Der Zusatz offen und 
permanent kohärentdynamisch soll die besondere Eigenschaft Huminstoffe hervorheben, 
ständig in einer zusammenhängenden Reaktionsdynamik mit ihrer stofflichen Umgebung zu 
stehen“ [Harms, 2005]. So kann es im Laufe der Zeit zu vielfältigen Reaktionen kommen, 
durch die Rückstände fester in die Huminstoffe eingeschlossen bzw. eingebunden werden. Je 
nach Ausgangssubstanz der Huminstoffe und der im Boden herrschenden Bedingungen 
unterscheiden sich die Huminstoffe von Boden zu Boden in ihren physiko-chemischen 
Eigenschaften. Diese Eigenschaften können die Reaktionen von Xenobiotika mit 
Huminstoffen beeinflussen. 
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In den Fraktionen der Fulvinsäuren aus MW-extrahiertem Boden lag ebenfalls der größte 
Anteil an Aktivität in Fraktion F 1 vor (Abb. 4.27). Im Vergleich zu den Anteilen der 
soxhletextrahierten Böden lagen die Anteile mit 70,20% an Tag 0 etwas höher und nahmen 
bis Tag 56 stetig auf 85,44% zu. Zuvor wurde bereits angenommen, dass es sich bei der 
Aktivität in der größeren Fraktion F 1 vorwiegend um kovalent gebundene Rückstände 
handeln könnte. Demnach machten die kovalent gebundenen Rückstände (F 1) der MW-
extrahierten Böden einen größeren Anteil aus, als die vergleichbaren Rückstände der mittels 
Soxhlet extrahierten Böden. Umgekehrt bedeutet es, dass weniger nicht-kovalent gebundene 
Rückstände im Boden vorlagen. Die durch die MW größeren extrahierbaren Anteile aus der 
Residualfraktion scheinen also zum Teil aus der kleineren Fraktion der Fulvinsäuren zu 
stammen. Demnach wären die Fulvinsäuren, in die das Antibiotikum sequestriert, ein Teil 
der Residualfraktion von SDZ. 
 
 
Abbildung 4.27: HPLC-Untersuchung der Fulvinsäuren durch Größenausschluss: 
Wiederfindung 14C in Fraktionen mit MW 910 g/mol (F1) und MW < 910 g/mol (F2) aus 
Boden mit 14C-SDZ und nach Mikrowellenextraktion nach 7, 14, 28 und 56 Tagen (bezogen 
auf den 14C-Gehalt in den Fulvinsäuren) (n=3). 
 
 
Die Bindung an kleinere Fulvinsäuren oder der Einschluss in diese hat eine Bedeutung für 
die Bioverfügbarkeit und Mobilität von SDZ. So sind die kleineren Moleküle besser 
zugänglich und angreifbar für Mikroorganismen. Daneben besitzen sie eine höhere Mobilität 
und können leichter ausgewaschen werden. Mit der Zeit wachsen die Polymere und werden 
so schlechter bioverfügbar und verlieren an Mobilität. In Bezug auf die Mobilität kommt den 
Fulvinsäuren im Vergleich zu den Huminsäuren eine größere Bedeutung zu, da sie aufgrund 
der größeren Anzahl saurer funktioneller Gruppen eine größere Mobilität besitzen. So sollen 
diese Eigenschaften Ursache der toxischen Wirkung der gebundenen Rückstände des als 
Herbizid eingesetzten Chlorsulfurons sein. Dessen Rückstände fanden sich zum größten Teil 
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in der Fraktion der Fulvinsäuren wieder, die aufgrund ihres geringen Molekulargewichtes 
und Wasserlöslichkeit als Carrier dienen könnten [Guo & Sun, 2002]. 
 
Aufgrund der Peak-Form und Retentionszeit von Fraktion F 2 wurde vermutet, dass es sich 
hierbei um die Ausgangssubstanz SDZ selbst handeln könnte, die relativ „frei“ in FA vorlag. 
Um die Natur dieser Fraktion zu untersuchen wurde zu Proben von aufgereinigten 14C-
Fulvinsäuren 14C-SDZ oder unmarkierter SDZ-Standard dotiert und die so erhaltenen 
Mischproben mittels SEC-HPLC untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in 
Abb. 4.28 dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.28: HPLC-Untersuchung der Fulvinsäuren durch Größenausschluss: SEC-
HPLC-Chromatogramme im UV-Kanal (jeweils oben) und Radiokanal (jeweils unten). Oben: 
aufgereinigte Fulvinsäureprobe aus Boden nach 28 Tagen Inkubation mit 14C-SDZ; unten 
links: aufgereinigte Fulvinsäureprobe aus Boden nach 28 Tagen Inkubation mit 14C-SDZ mit 
Zugabe von 14C-SDZ; unten rechts: aufgereinigte Fulvinsäureprobe aus Boden nach 28 Tagen 
Inkubation mit 14C-SDZ mit Zugabe von 12C-SDZ. 
 
 
Nach Zudotierung von 14C-SDZ wies die 2. Fraktion (F 2) der Fulvinsäuren im Radiokanal 
eine erhöhte Intensität auf (Abb. 4.28, links). Genauso verhielt es sich mit der Intensität im 
UV-Kanal, die nach Zudotierung des unmarkierten SDZ-Standards deutlich zunahm (Abb. 
4.28, rechts). Diese Ergebnisse bedeuten, dass das jeweils dazu dotierte SDZ zur gleichen Zeit 
eluierte, wie die kleinere Fraktion der FA (F 2). Da es während der SEC-HPLC auch zu Co-
Eluation kommen kann, ist dies noch kein eindeutiger Beweis, dass es sich bei der in 
Fraktion 2 gemessenen Aktivität tatsächlich um „freies“ SDZ handelte. Dieses Ergebnis 
untermauerte die Theorie des freien SDZ jedoch, sodass diese Fraktion weiterführend 
untersucht wurde. 
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4.8.2 DIF 
Aufgrund der großen Anteile der NER, die in den Fraktionen der Fulvinsäuren (FA) 
wiedergefunden werden konnten, wurden diese mittels Größenausschlusschromatographie 
näher untersucht. 
 
 
Abbildung 4.29: SEC-HPLC Chromatogramme; UV-Kanal (254 nm) (von oben nach unten): 
Polymerstandards (14.500, 6.530 und 910 g/mol), aufgereinigte Fulvinsäuren (FA) aus 
unbehandeltem Boden, aufgereinigte Fulvinsäuren des mit 14C-DIF inkubierten Bodens nach 
28 Tagen Inkubation; Radiokanal (unten): aufgereinigte Fulvinsäuren des mit 14C-DIF 
inkubierten Bodens nach 28 Tagen Inkubation. 
 
 
Wie bei den Untersuchungen der aufgereinigten FA der Studien mit SDZ, wurden auch für 
die SEC-HPLC der FA aus den Studien mit DIF Polymerstandards mit 14.500, 6.530 und 910 
g/mol verwendet. Das Chromatogramm der Standards im UV-Kanal ist ganz oben in Abb. 
4.29 dargestellt (A). Darunter ist das Chromatogramm von extrahierten und aufgereinigten 
Fulvinsäuren eines nicht mit DIF behandelten Bodens zu sehen (B). Auf diese wurde bereits 
im Abschnitt zu SDZ eingegangen. In den Studien mit DIF kam es zu einer Verschiebung hin 
zu längeren Retentionszeiten, da eine längere Kapillare verwendet wurde. 
Die Chromatogramme einer extrahierten und aufgereinigten FA-Probe eines mit DIF 
inkubierten Bodens sind im UV-Kanal (C) und Radiokanal (D) im unteren Teil von Abb. 4.29 
dargestellt. Das Chromatogramm des Radiokanals zeigt die bereits bekannte typische 
Verteilung von Radioaktivität. So konnte auch hier ein scharfer Peak bei 13,38 min detektiert 
werden (F 2). Im Vergleich zu den Chromatogrammen der Studie mit SDZ fällt die früher 
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eluierende Fraktion (F 1) hier allerdings deutlich geringer aus. Hier kann nicht von einem 
klaren Peak gesprochen werden, da sich das Signal nicht deutlich vom Background abhebt. 
Man kann jedoch eine gegenüber dem Untergrund erhöhte Menge 14C erkennen, die zu einem 
früheren Zeitpunkt und über längere Zeit als Fraktion F 1 eluierte. An dieser Stelle sei darauf 
hingewiesen, dass die im Radiokanal aufgezeichneten Signale der DIF-Proben deutlich 
geringer ausfielen als die der SDZ-Proben. Dies erklärt, warum das Signal der Fraktion F 1, 
welches generell eher breiter ausfiel, hier deutlich schwächer war. Der Grund für die 
geringere Aktivität in den FA lag am verwendeten XAD-Harz, welches für die Aufreinigung 
der FA verwendet wurde. An das Kunstharz adsorbierten im Laufe der Zeit immer größere 
Anteile an Aktivität und FA, die nicht mehr eluiert wurden, wodurch sich eine Art Sättigung 
des Harzes einstellte. Dies hatte zur Folge, dass größere Mengen der Fulvinsäuren die Säulen 
durchliefen ohne an das Harz zu sorbieren und mit den Waschlösungen entfernt wurden. 
Trotz dieser Verluste konnten die für das SDZ gezeigten charakteristischen 
Chromatogramme erhalten werden. Dies galt auch für die Chromatogramme des UV-Kanals. 
Vergleicht man die der Proben aus unbehandeltem und mit 14C-DIF inkubierten Boden, so 
fällt auf, dass der Peak zwischen 12 und 13 min eine deutlich unterschiedliche Intensität 
aufwies. Wie in den Proben SDZ, so besaß auch das Signal der mit DIF behandelten Böden 
eine viel größere Intensität. Über den zeitlichen Verlauf der Inkubation konnten keine 
Unterschiede zwischen den Proben festgestellt werden, was auch an den relativ geringen 
Aktivitäten lag, die in den Extrakten vorlagen.  
Wie für die in Fraktion F 2 vorliegende Radioaktivität der SDZ-Proben, so wurde auch 
hier die Hypothese aufgestellt, dass es sich bei diesen Anteilen um eingeschlossenes und 
unverändertes DIF handeln könnte. Um dieser Theorie nachgehen zu können wurden die 
beiden Fraktionen F 1 und F 2 wie zuvor für SDZ beschrieben aufgesammelt und 
aufgearbeitet um sie im Anschluss genauer untersuchen zu können. Leider konnten im Laufe 
der Aufarbeitung hierfür keine ausreichenden Mengen der Analyten isoliert werden. Aus 
diesem Grund kann hier nur spekuliert werden, ob es sich wie beim SDZ um unverändertes 
DIF oder Metaboliten handelt, welche(s) eingeschlossen in den Fulvinsäuren vorlagen. 
Unterstützt wird diese Annahme dadurch, dass DIF, welches zu unbehandelten FA dotiert 
wurde, ebenfalls mit der besagten Fraktion F 2 eluierte.  
 
4.9 Analytik der SEC-Fraktionen von SDZ 
Nachdem die weiterführenden Untersuchungen der Fulvinsäuren den Verdacht bestätigten, 
dass in den Fulvinsäuren die Ausgangssubstanz SDZ frei vorlag, wurden die Fraktionen F 1 
und F 2 der mikrowellenextrahierten Böden mittels SEC isoliert, aufgearbeitet und dann mit 
LC-MS/MS untersucht. 
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Die so erhaltenen Ergebnisse bestätigten die Vermutung. Es konnten SDZ und 4-OH-
SDZ als freie Verbindungen nachgewiesen werden. 
 
 
Abbildung 4.30: Anteile von SDZ und 4-OH-SDZ (zusammengefasst) an der Aktivität der 
mittels SEC-HPLC isolierten Fraktionen F1 (910 g/mol) und F2 (< 910 g/mol) der 
Fulvinsäureproben nach Mikrowellenextraktion nach 7, 14, 28 und 56 Tagen. 
 
 
In Abb. 4.30 sind die durch LC-MS/MS gemessenen Mengen an SDZ und 4-OH-SDZ 
zusammengefasst und auf die in der entsprechenden Fraktion (F 1 oder F 2) insgesamt 
vorliegende Aktivität bezogen dargestellt. An Tag 7 machten SDZ und 4-OH-SDZ 90,59% der 
in Fraktion F 2 vorliegenden Aktivität aus. Dieser Anteil nahm nach Tag 14 auf fast 100% zu 
und ging bis Tag 56 auf 34,88% zurück. Auch in Fraktion 1 konnte SDZ und 4-OH-SDZ 
nachgewiesen werden. Im Vergleich zu Fraktion F 1 machten sie deutlich weniger der 
vorliegenden Aktivität aus und lag an allen Tagen unter 20%. 
 
In Abbildung 4.31 sind die als SDZ und 4-OH-SDZ quantifizierten Mengen anteilig an der in 
den Fulvinsäuren gemessenen Gesamtaktivität dargestellt. An Tag 7 lag 35,69% der in den 
Fulvinsäuren gemessenen Aktivität als Ausgangssubstanz SDZ und 4-OH-SDZ vor. Im 
Verlauf der Inkubation nahmen diese Anteile stetig ab, sodass nach 56 Tagen nur noch 5,43% 
der in den Fulvinsäuren wiedergefundenen Aktivität aus SDZ und 4-OH-SDZ bestanden. 
Bezogen auf die gesamte applizierte Aktivität bedeutet dies, dass an Tag 7 2,41% der auf den 
Boden applizierten Menge SDZ noch als „freies“ SDZ und 4-OH-SDZ in der 
Fulvinsäurefraktion F 2 vorlag. Nach 56 Tagen waren es noch 0,51%. Innerhalb der Fraktion 
F 2 wurden nach 7 Tagen 0,33% und nach 56 Tagen 0,59% des applizierten SDZ als 
Ausgangssubstanz und 4-OH-SDZ wiedergefunden. 
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Abbildung 4.31: Anteile von SDZ und 4-OH-SDZ (zusammengefasst)an der Aktivität der 
aufgereinigten Fulvinsäuren (in %) in den mittels SEC-HPLC isolierten Fraktionen F1 (910 
g/mol) und F2 (< 910 g/mol) der Fulvinsäureproben nach Mikrowellenextraktion nach 7, 14, 
28 und 56 Tagen. 
 
 
Auf die Fulvinsäuren als Ganzes bezogen bedeutet dies, dass die Ausgangssubstanz und der 
Hauptmetabolit 4-OH-SDZ in dieser Huminstoff-Fraktion nachgewiesen werden konnten. 
Nach 7 Tagen lagen 2,74% der Ausgangsmenge in den Fulvinsäuren vor, diese Menge nahm 
mit dem Verlauf der Inkubation ab und betrug nach 56 Tagen noch 1,1%. Bezüglich der 
Extraktion bedeutet dieses Ergebnis, dass die Mikrowellenextraktion zwar die 
Residualfraktion erschloss, diese zu Beginn der Inkubation aber nicht erschöpfend extrahiert. 
Im Laufe der Zeit ändert sich dies und die in den Fulvinsäurefraktionen frei vorliegenden 
Anteile an SDZ wurden durch die MW extrahiert. Die hier gezeigten Ergebnisse zeigen und 
bestätigen die zuvor bereits genannte Verschiebung innerhalb der Fulvinsäuren (F 2  F 1) 
hin zu der Fraktion der kovalent gebundenen Anteile. Der Annahme der kovalent 
gebundenen Rückstände in der größeren Fraktion mag auf den ersten Blick widersprechen, 
dass auch freie SDZ-Anteile in F 1 gefunden werden konnten. Ein Grund hierfür wären 
Prozesse innerhalb der Trennsäule während eines SEC-HPLC-Laufes. So könnten Teile der 
kleineren Fraktion F 2 oder auch freies SDZ von der größeren Fraktion F 1 komplexiert 
worden sein, was zu einer früheren Elution führte. 
Hinsichtlich einer Risikobewertung lässt sich sagen, dass das Risiko der frei 
verfügbaren Anteile mit der Zeit deutlich abnahm. 
Die Übertragung der hier dargestellten Ergebnisse auf andere Xenobiotika ist schwierig, 
da ihr Schicksal neben ihren chemischen Eigenschaften vor allem von den Eigenschaften der 
Huminstoffen abhängt. Je nach Ausgangssubstanz der Huminstoffe und der im Boden 
herrschenden Bedingungen unterscheiden sich die Huminstoffe von Boden zu Boden in ihren 
physiko-chemischen Eigenschaften. Diese Eigenschaften können die Reaktionen von 
Xenobiotika mit Huminstoffen beeinflussen und sind somit maßgeblich für deren Verhalten 
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im Boden verantwortlich. So wurde z.B. eine Abhängigkeit des Desorptionsverhaltens und 
der mikrobiellen Bioverfügbarkeit von Phenantren von den physiko-chemischen 
Eigenschaften des organischen Materials beschrieben [Lueking et al., 2000]. 
 
4.10 Re-Inkubation von SDZ 
Um die nicht-extrahierbaren Rückstände hinsichtlich ihres weiteren Schicksals und einer 
Remobilisation im Boden genauer zu untersuchen, wurden unterschiedliche Re-
Inkubationsversuche durchgeführt. Diese sollten zum einen Aufschluss über das Verhalten 
der NER der gesamten Bodenmatrix (Ansätze 1,2, und 5) und zum anderen der NER der 
Huminstofffraktionen im Boden (Ansätze 3,5 und 6) liefern. Hierbei stand der weitere 
vollständige Abbau der Rückstände im Fokus, der anhand der Mineralisation gemessen 
wurde. 
 
 
Abbildung 4.32: Mineralisierung von [2-Pyrimidyl-14C]-Sulfadiazin im Boden nach 6, 12 und 
18 Wochen Re-Inkubation in % der eingesetzten Aktivität der jeweiligen Versuchsansätze: (1) 
Unbehandelter Boden mit MW-extrahiertem Boden 1:1; (2) SDZ-inkubierter Boden mit MW-
extrahiertem Boden 1:1; (3) extrahierte Huminstoffe mit unbehandeltem Boden; (4) 
Huminstoff-extrahierter Boden mit unbehandeltem Boden 1:1; (5) Kontrolle, nur MW-
extrahierter Boden; (6) Kontrolle, nur Huminstoff-extrahierter Boden. 
 
 
Abbildung 4.32 zeigt die Mineralisation von 14C-SDZ nach 6, 12 und Wochen der 6 
unterschiedlichen Re-Inkubationsansätze. In allen Ansätzen wurden relativ geringe Anteile 
mineralisiert, lagen aber im Bereich der Mineralisation von SDZ der normalen 
Inkubationsstudien. Nach 6 Wochen waren die als 14CO2 gemessenen Anteile des 14C-SDZ im 
zeitlichen Verlauf in allen Ansätzen am größten und nahmen mit der Zeit ab. Insgesamt 
wurde in Ansatz 6 mit 0,2% die geringsten und in Ansatz 3 mit 4,27% die größten Anteile 
mineralisiert. 
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Die Ansätze 1,2 und 5 dienten der Untersuchung der NER, die in der gesamten 
Bodenmatrix nach Mikrowellenextraktion vorlagen. Hier stellte Ansatz 5 den Kontrollansatz 
dar, in dem ausschließlich der extrahierte Boden, ohne Zusatz von frischem Boden, inkubiert 
wurde. Bei Ansatz 1 wurde extrahierter Boden mit normalem frischem Boden gemischt, hier 
betrugen die wiedergefundenen mineralisierten Anteile 2,25% der eingesetzten Aktivität. Um 
zu untersuchen ob durch eine Behandlung mit SDZ Mikroorgansimen, die in der Lage sind 
SDZ abzubauen, einen Selektionsvorteil erfahren, und somit vermehrt im Boden vorgelegen 
hätten, wurde in Ansatz 2 MW-extrahierter Boden mit frischen Boden gemischt, der zuvor 
über mehrere Wochen mit SDZ inkubiert wurde. Die in diesem Ansatz gemessenen 
mineralisierten Anteile lagen nach 18 Wochen bei 2,14% und damit nur geringfügig unter 
denen aus Ansatz 1. Somit scheint die Behandlung des frischen Bodens mit SDZ keine 
Auswirkungen auf den Abbau der NER zu haben. Falls es zu einer Beeinflussung der 
Mikroorganismenpopulation durch das SDZ kam, so betraf dies nicht die für die 
Mineralisation verantwortlichen Arten. Die in Kontrollansatz 4 reduzierte Mineralisation 
lässt sich dadurch erklären, dass die Bodenfauna durch die MW-Extraktion nachhaltig 
gestört wurde. Diese Störung konnte in den Ansätzen 1 und 2 durch den frischen Boden 
kompensiert werden, der neben Mikroorganismen auch Nährstoffe dem System zuführte. 
Die hier beschriebenen Ergebnisse deuten auf eine gewisse Remobilisierung der 
nicht-extrahierbaren Rückstände von SDZ hin. Die Hypothese, dass die 
Mikrowellenextraktion die Residualfraktion erschöpfend erschließt, wäre hierdurch jedoch 
widerlegt. Allerdings fielen die hier mineralisierten Anteile sehr gering aus und nahmen mit 
der Zeit deutlich ab. So wäre es möglich, dass es sich bei den hier zu Beginn abgebauten 
Anteilen um Rückstände des Mikrowellenextraktes handelte und es nur zu einer 
Remobilisierung im Spurenbereich kam. Eine geringe Mineralisierung von gebundenen 
Rückständen wurde in der Literatur für das Insektizid Cypermithrin [Robert & Standen, 
1981] und das Herbizid Prometryn [Khan & Ivarson, 1982] beschrieben. 
 
Zusätzlich sollte in Ansätzen 3, 4 und 6 eine potentielle Remobilisierung aus der 
Huminstofffraktion, sowie Huminstoff-extrahiertem Boden untersucht werden. Ansatz 6 
diente hier als Kontrollansatz für die Ansätze 3 und 4. Über den Verlauf von 18 Wochen 
wurden hier nur 0,2% der eingesetzten Aktivität zu 14CO2 umgesetzt. 
Für die beiden anderen Ansätze wurden die extrahierten 14C-Huminstoffe (Ansatz 3) 
und der Huminstoff-extrahierte Boden (Ansatz 4) mit frischem Boden gemischt. So sollten 
relativ natürliche Bedingungen geschaffen werden, die den Verbleib der Rückstände in der 
Natur simulieren sollten. Hier lagen die mineralisierten Anteile nach 18 Wochen bei 4,27% 
für Ansatz 3 und bei 1,58% für Ansatz 4 und somit deutlich über denen des Kontrollansatzes. 
Dies ist als Hinweis auf eine Mineralisation der in den Huminstoffen eingelagerten 14C-
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Verbindungen zu deuten, die z.B. durch ligninabbauende Pilze bewirkt werden kann, wie 
Haider & Martin [1988] für P. chrysosporium und Fremdstoffe berichteten. 
 
Für die in Kontrollansatz 6 fast nicht messbare Mineralisation lassen sich drei Hypothesen 
aufstellen: 1) die vorhandenen 14C-Rückstände waren nicht für die abbauenden 
Mikroorganismen verfügbar, sodass diese nicht mineralisiert wurden; 2) durch die 
Extraktionen (MW, HCl, NaOH) wurde die Mikroorganismengemeinschaft so stark 
beeinflusst, dass kaum noch Mikroorganismen im Boden vorlagen, die in der Lage waren, die 
Rückstände abzubauen oder 3) durch diese Extraktionen fast alle Nährstoffe aus dem Boden 
entfernt wurden, sodass eine Vermehrung der Mikroorganismen nicht mehr möglich war. 
Die erste Annahme erscheint unwahrscheinlich, da in Ansatz 4 die 14C Anteile in gleicher 
Form eingesetzt wurden, allerdings eine deutliche Mineralisation gemessen werden konnte. 
Dieses Ergebnis unterstützt die Theorien 2) und 3), da den anderen Ansätzen durch den 
frischen Boden zum einen zusätzliche Mikroorganismen und zum anderen Nährstoffe 
zugefügt wurden. 
Im Vergleich zum Huminstoff-extrahierten Boden wurden in den MW-extrahierten 
Bodenproben 50% mehr radioaktive Substanzen zu 14CO2 abgebaut. Dies deutet darauf hin, 
dass große Anteile dieser mineralisierten Fraktion aus den löslichen Huminstofffraktionen 
(HA & FA) stammten. Die Bedeutung der Huminstofffraktionen wird an Ansatz 3 besonders 
deutlich. Die zusätzlich in frischen Boden eingebrachten freien 14C-Huminstoffe haben zu 
einer doppelt so großen Mineralisation geführt, als dies in den Ansätzen der Fall war, in 
denen sie natürlich im Boden vorlagen. Hierfür könnten die  in Abschnitt 4.1.9 beschriebenen 
freien SDZ-Anteile innerhalb der FA eine Erklärung liefern. So könnten sie im Laufe von 
Umlagerungs- und Humifizierungsprozessen für die Mikroorganismen verfügbar geworden 
sein, was zu einer größeren Mineralisation geführt haben könnte. Eine andere Möglichkeit 
wäre eine Freisetzung während des Aufarbeitungsprozesses der Huminstoffe. 
 
Im Anschluss an die Inkubation über 18 Wochen wurden die Bodenproben der 
beschriebenen sequentiellen Extraktion mit CaCl2 und MW unterzogen. Die hierdurch nicht 
extrahierbaren Rückstände wurden durch Verbrennung am Oxidizer und Vermessung am 
LSC bestimmt. Hierdurch sollte eine potentielle Remobilisation der NER untersucht werden. 
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Abbildung 4.33: Wiederfindung von 14C in den Fraktionen der sequentiellen Extraktion mit 
Calciumchlorid (CaCl2) und der Soxhletextraktion (Sox) und nicht-extrahierbaren 
Rückständen (NER) nach Re-Inkubation über 18 Wochen Inkubation in % der eingesetzten 
Aktivität der jeweiligen Versuchsansätze: (1) Unbehandelter Boden mit MW-extrahiertem 
Boden 1:1; (2) SDZ-inkubierter Boden mit MW-extrahiertem Boden 1:1; (3) extrahierte 
Huminstoffe mit unbehandeltem Boden; (4) Huminstoff-extrahierter Boden mit 
unbehandeltem Boden 1:1; (5) Kontrolle, nur MW-extrahierter Boden; (6) Kontrolle, nur 
Huminstoff-extrahierter Boden. 
 
 
Abbildung 4.33 zeigt die nach Re-inkubation wiedergefundenen Anteile von 14C in den CaCl2- 
und MW-extrahierbaren Fraktionen, sowie der Fraktion der NER. Die Gesamtwiederfindung 
der Aktivität lag zwischen 96 und 118%. In allen Ansätzen machten die NER (nach wie vor) 
den größten Anteil der wiedergefundenen Aktivität nach Re-inkubation aus. 
Die beiden Ansätze mit MW-extrahiertem Boden (Ansatz 1 und 2) wiesen wie bei der 
Mineralisation keine Unterschiede auf. Der Anteil der NER lag hier bei ca. 86%. Durch CaCl2 
konnten in Ansatz 2 mit 2,24% gegenüber 1,94% in Ansatz 1 geringfügig größere Anteile 
extrahiert werden. Gleiches galt für die durch MW extrahierbaren Anteile, die in Ansatz 2 mit 
12,92% etwas größer ausfielen als in Ansatz 1, wo sie 11,23% betrugen. Bei Kontrollansatz 5 
lagen die extrahierbaren Anteile im gleichen Bereich, hier fielen die NER mit 95,28% etwas 
größer aus als in den Ansätzen 1 und 2. Im Gegensatz zur Mineralisation hatte der Zusatz von 
frischem Boden keinen Einfluss auf die extrahierbaren Anteile. Unabhängig vom frischen 
Boden kam es zu einer Remobilisation von ca. 10% der eingesetzten Aktivität. Der 
mikrobielle Einfluss schien in diesem Fall geringer auszufallen. 
Beispiele für die Freisetzung von gebundenen Rückständen sind in der Literatur seit 
längerem bekannt, so z.B. für Parathion [Racke & Lichtenstein, 1985] und Atrazin [Khan & 
Behki, 1990]. Interessante Ergebnisse lieferten Laborversuche mit 4-Isopropylanilin, einem 
Metaboliten von Isoproturon, dessen gebundene Rückstände zum Teil mineralisiert wurden, 
aber sich auch im Perkolat wiederfanden [Scheunert & Reuter, 2000]. In diesem Fall kam es 
zu einer Remobilisation der über eine Anilingruppe gebundenen Rückstände. Da SDZ auch 
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über eine Anilingruppe verfügt und es hierüber gebunden sein kann (s.o.), könnten auch in 
diesen Versuchen die so entstanden NER remobilisiert worden sein. 
 
Bezüglich der Ansätze mit extrahierten Huminstoffen und Huminstoff-extrahiertem Boden 
(Ansätze 3,4 und 6) fallen größere Unterschiede als zwischen den bereits beschriebenen auf. 
Aus dem Ansatz mit Huminstoff-extrahiertem Boden und frischem Boden ließen sich 25,85% 
der eingesetzten Aktivität durch CaCl2 ausschütteln und 8,16% durch MW extrahieren. 
70,30% machten die NER aus. Die Kontrolle (Ansatz 6) wies bei den NER mit 67,98% und 
CaCl2-extrahierbaren Anteilen mit 27,03% vergleichbare Werte auf. Durch die Mikrowelle 
ließen sich hier 23,24% extrahieren. Die wiedergefundenen extrahierbaren Anteile des 
Ansatzes mit frischen Boden und 14C-Huminstoffen (Ansatz 3)  betrugen 6,88% für die CaCl2- 
und 10,33% für die Mikrowellenextraktion. Mit 79,18% machten auch hier die NER den 
größten Anteil aus. Im Vergleich zur Kontrolle und zu Ansatz 4 waren hier deutlich geringere 
Anteile mit CaCl2 extrahierbar. Diese relativ große Extrahierbarkeit durch CaCl2 bei den 
Huminstoffansätzen 4 und 6 stellt auch einen deutlichen Unterschied zu den Ansätzen 1, 2 
und 5 dar, in denen nur MW-extrahierter Boden eingesetzt wurde. Betrachtet man die 
Extrakte dieser Proben, so fällt ihre deutlich dunklere Färbung auf. Dies ist ein Anzeichen 
dafür, dass sich größere Mengen Huminstoffe in der CaCl2-Fraktion befanden. Die hier 
angewandte Huminstoffextraktion stellt keineswegs den Anspruch, erschöpfend zu sein. 
Ursprünglich wurde sie in den Geowissenschaften entwickelt um Huminstoffe zu 
charakterisieren, wobei die Gewinnung von sauberen Fraktionen im Vordergrund stand. 
Nach Behandlung des Bodens mit NaOH und Trocknung befanden sich noch Salze in den 
Bodenproben, die sich anschließend wieder in der CaCl2-Lösung lösten, wobei weitere 
Huminstoffanteile extrahiert wurden. Dies bedeutet, dass es sich bei der hier gemessenen 
großen Aktivität in den CaCl2-Extrakten keinesfalls um remobilisiertes SDZ handelt, sondern 
um in Huminstoffen festgelegte 14C Anteile. Gleiches galt für die MW-Extrakte von Ansatz 6, 
die auch eine deutliche bräunliche Färbung besaßen. 
 
Um die extrahierten Aktivitäten identifizieren zu können sollten die MW-Extrakte mittels 
HPLC und DC chromatographisch untersucht werden. Aufgrund der geringen Aktivität 
konnten durch die HPLC-Analytik keine auswertbaren Chromatogramme erhalten werden, 
sodass hier nur die Ergebnisse der dünnschichtchromatographischen Untersuchung gezeigt 
werden (Tab. 4.9). 
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Tabelle 4.9: DC-Analyse der MW-Extrakte der Re-Inkubationsansätze mit SDZ: Verteilung 
der Radioaktivität auf SDZ, 4-OH-SDZ und nicht identifizierbarer Aktivität (Identifizierung 
mittels Co-Chromatographie entsprechender Standards) sowie Startaktivität in CHCl3: 
MeOH (9:1, v/v).Ansätze: (1) Unbehandelter Boden mit MW-extrahiertem Boden 1:1; (2) 
SDZ-inkubierter Boden mit MW-extrahiertem Boden 1:1; (3) extrahierte Huminstoffe mit 
unbehandeltem Boden; (4) Huminstoff-extrahierter Boden mit unbehandeltem Boden 1:1; (5) 
Kontrolle, nur MW-extrahierter Boden; (6) Kontrolle, nur Huminstoff-extrahierter Boden. 
Fraktion Ansatz und Anteile der Banden nach DC in [%] 
 1 2 3 4 5 6 
Start 81,11 82,14 69,44 78,00 64,71 45,50 
SDZ 12,45 13,21 22,04 14,41 19,78 - 
4-OH-SDZ 4,27 4,64 - - 6,38 - 
nicht identifizierbar 2,18 - 8,53 7,59 9,15 36,67 + 17,84 
 
 
Der überwiegende Teil der auf DC-Platten aufgetragenen Aktivität lag bei allen Ansätzen als 
Startaktivität vor. Die Chromatogramme der entwickelten DC-Spuren des Ansatzes 6, d.h. 
des reinen huminstoffextrahierten Bodens, lieferten keine eindeutig auswertbaren 
Ergebnisse. Hier kam es zu einem ungewöhnlichen Laufverhalten, das vermutlich an der 
Zusammensetzung der Extrakte lag. So konnte neben der Startaktivität noch ein großer Peak 
detektiert werden (36,67%), der keinem der Standards zugeordnet werden konnte. Aufgrund 
der Form dieser Fraktion kann davon ausgegangen werden, dass es sich hier um keine 
unbekannten Verbindungen handelte, sondern um Artefakte. In allen Extrakten der anderen 
Ansätze konnte SDZ co-chromatographisch nachgewiesen werden. Die größten Anteile an 
identifizierbarem SDZ wurden mit 22,04% und 19,78% in den Extrakten der Ansätze 3 und 5 
gefunden. Neben SDZ konnte in den Ansätzen 1,2 und 5 in geringen Mengen 4-OH-SDZ co-
chromatographisch identifiziert werden. Auffällig sind die größeren Anteile der Analyten im 
Kontrollansatz, in dem kein frischer Boden eingesetzt wurde. Die geringeren Anteile in 
Ansätzen mit frischem Boden könnten an der zuvor beschriebenen höheren Mineralisation 
liegen, wodurch größere Mengen SDZ abgebaut wurden. Dass es ohne frischen Boden 
überhaupt zu einer Remobilisierung kam, deutete darauf hin, dass dieser vorwiegend 
physiko-chemische Prozesse zu Grunde liegen und wenige biologische Prozesse. Letztere 
wurden durch die Extraktionen beeinträchtigt was durch frischen Boden in den Ansätzen 1 
und 2 ausgeglichen werden konnte. 
In den Proben 3 und 4 lagen im Vergleich zu den anderen Ansätzen größere Anteile 
nicht identifizierbarer Aktivität vor. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass in den re-inkubierten Böden geringe Anteile der 
Ausgangssubstanz SDZ vorlagen. In den Ansätzen, in denen nur MWextrahierter Boden 
eingesetzt wurde (Ansätze 1,2 und 5) konnten zusätzlich sehr geringe Anteile an 4-OH-SDZ 
nachgewiesen werden. Dass in den Ansätzen mit huminstoffextrahiertem Boden (Ansätze 4 
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und 6) und reinen extrahierten Huminstoffen (Ansatz 3) kein 4-OH-SDZ nachgewiesen 
werden konnte, lag vermutlich an den Extrakten bzw. deren Laufverhalten auf den DC-
Platten. Bei diesen Proben kam es eventuell zu keiner sauberen Trennung, worauf eine 
Schulter am Peak der als SDZ identifizierten Fraktion hindeutete. Dieser Anteil ging in die 
Fraktion der nicht identifizierbaren Anteile ein, die bei diesen Proben größer ausfielen als in 
denen mit reinem MW-extrahiertem Boden. Aus diesem Grund kann hier nur gesagt werden, 
dass mit der Zeit Sulfadiazin aus der Fraktion der NER in die Residualfraktion remobilisiert 
wird und durch MW extrahiert werden konnte. Ein großer Teil dieser remobilisierten Anteile 
stammte aus der Fraktion der Huminstoffe, was Ansatz 3 deutlich zeigte. In diesem Ansatz, 
in dem nur 14C-Huminstoffe eingesetzt wurden, konnte nach Re-Inkubation mit frischen 
Boden SDZ in den MW-Extrakten nachgewiesen. Dieses SDZ konnte demnach nur aus den 
eingesetzten Huminstoffen mit ihren 14C-SDZ-NER stammen. Auch dies bestätigt die zuvor 
bereits gezeigten Ergebnisse, dass SDZ in Huminstoffen festgelegt wird, es aber neben festen 
kovalenten Bindungen auch zu einem Einschluss bzw. instabilen Bindungen kommt. Mit der 
Zeit können diese zuvor gebildeten NER in kleinen Teilen wieder in extrahierbare Anteile 
übergehen. 
 
In Tab. 4.10 sind die in den MW-Extrakten der Re-Inkubationsansätze gefundenen 
Konzentrationen an SDZ und 4-OH-SDZ zusammengefasst. Sie zeigen, dass nach Re-
Inkubation von frischem Boden mit NER, die durch MW-Extraktion von 14C-SDZ-
inkubierten Böden gewonnen wurden, SDZ im unteren µg-Bereich in der Residualfraktion 
vorlag (Ansätze 1 & 2). In geringeren Mengen konnte auch 4-OH-SDZ nachgewiesen werden. 
Bezieht man diese Mengen auf die eingesetzte Konzentration, die als NER vorlagen, so 
machten die remobilisierten Anteile zwischen 1 und 2% aus. Dies zeigt, dass es zwar zu einer 
Remobilisierung kam, diese aber sehr gering ausfiel. 
 
 
Tabelle 4.10: Konzentrationen von SDZ und 4-OH-SDZ in den MW-Extrakten der Re-
Inkubationsansätze mit SDZ, bestimmt nach DC. In µg pro 100 g Boden. Ansätze: (1) 
Unbehandelter Boden mit MW-extrahiertem Boden 1:1; (2) SDZ-inkubierter Boden mit MW-
extrahiertem Boden 1:1; (3) extrahierte Huminstoffe mit unbehandeltem Boden; (4) 
Huminstoff-extrahierter Boden mit unbehandeltem Boden 1:1; (5) Kontrolle, nur MW-
extrahierter Boden; (6) Kontrolle, nur Huminstoff-extrahierter Boden. 
Analyt Ansatz und Konzentrationen in [µg] pro 100g Boden 
 1 2 3 4 5 6 
SDZ 3,17 4,47 3,09 1,36 14,91 n.b. 
4-OH-SDZ 1,09 1,68 - - 4,81 n.b. 
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Hinsichtlich einer Risikobewertung spielt im Allgemeinen die Remobilisierung mit der Zeit 
eine wichtige Rolle, da die Verbindungen wieder bioverfügbar werden können (Gevao et al. 
2001; Barraclough et al. 2005). In einem größeren Maßstab ist die Remobilisierung von 
SDZ-Rückständen relativ unwahrscheinlich, da zum einen die Bindung sehr fest sein kann 
und es zum anderen im Rahmen der Humifizierung zur Ausbildung weiterer Bindungen 
kommen kann. Bei Remobilisierung- und Bioverfügbarkeitsversuchen mit Klärschlamm und 
SDZ wurde eine erhöhte Extrahierbarkeit von unter 3 % festgestellt, eine Aufnahme in 
Brassica rapa von 0,1 % und eine Aufnahme durch Lumbricus terrestris von 1 % (Heise et 
al., 2006). All diese Versuche zeigten, dass es durch die hohe Affinität von SDZ zur 
Bodenmatrix in dem untersuchten Zeitraum zu keiner bedeutenden Remobilisierung kam. 
Um eine generelle Aussage über das Risiko der Remobilisierung von SDZ zu machen, 
müssten weitere Untersuchungen erfolgen, die sich im speziellen mit dem Einfluss der 
remobilisierten Anteile auf die Mikroorganismen und Verteilung von Resistenzgenen 
beschäftigen. Hinsichtlich der oben genannten Studien mit Pflanzen und Tieren kann man 
jedoch sagen, dass das Risiko der Remobilisierung als eher gering einzustufen ist. 
 
4.11 Partikelfraktionierung von DIF 
Um die Fraktion der NER genauer zu untersuchen wurden die nach ASE-Extraktion 
erhaltenen NER der Studie mit DIF und Gülle einer Partikelfraktionierung unterzogen. So 
sollte ein Einblick über die Verteilung der nicht-extrahierbaren Aktivität auf die Sand-, 
Schluff- und Tonfraktion gewonnen werden. 
 
 
Abbildung 4.34: Wiederfindung von 14C in den Fraktionen Sand, Schluff, Ton und des 
Wassers der nassen Siebung der Partikelfraktionierung von Boden inkubiert mit DIF und 
Gülle nach 0, 1, 7, 14, 28 und 56 Tagen ohne Pflanzen und nach 56 Tagen im wurzelnahen 
Boden (mit Pflanze). Anteile in % der applizierten Aktivität. 
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In Abbildung 4.34 sind die durch Partikelfraktionierung wiedergefundenen Anteile an 
applizierter Aktivität in der Sand-, Schluff- und Tonfraktion gezeigt. Neben den 
Bodenfraktionen sind die Anteile mit einbezogen, die im Wasser der Nasssiebung gemessen 
wurden. Durch die Nasssiebung wurde die Sandfraktion von der Schluff- und Tonfraktion 
getrennt. Über den gesamten Verlauf gesehen nahmen die Anteile in dieser Wasserfraktion 
zu und lagen nach 56 Tagen bei 19,00% in wurzelfreiem Boden und bei 12,82% in 
wurzelnahem Boden. Die größten Anteile wurden an allen Tagen in der Tonfraktion 
wiedergefunden. Innerhalb der Tonfraktion kam es über den Verlauf der Versuche zu 
leichten Schwankungen der Anteile, diese lagen aber stets zwischen 32 und 38%. Unmittelbar 
nach der Applikation konnten in ihr 32,33% wiedergefunden werden. Bis Tag 56 nahmen sie 
leicht zu und betrugen in wurzelfreiem Boden 36,64%. Die Anteile an wiedergefundener 
Aktivität betrugen in wurzelnahem Boden 29,48% und lagen unterhalb denen des 
wurzelfreien Bodens. 
Nach der Tonfraktion wurden in der Schlufffraktion die zweitgrößten Anteile 
wiedergefunden. An Tag 0 betrugen die Anteile der Schlufffraktion 12,50% der applizierten 
Aktivität und stiegen innerhalb eines Tages auf 17,50% an. Bis Tag 7 blieben sie fast konstant, 
nahmen dann bis Tag 28 etwas zu und lagen bei 21,18%. Nach 56 Tagen fielen die 
wiedergefundenen Anteile mit 17,03% wieder leicht ab. Über den gesamten Verlauf gesehen 
blieben die in der Schlufffraktion gefundenen Anteile von Tag 7 bis Tag 56 relativ konstant. 
In wurzelnahem Boden machte der Anteil der Schlufffraktion 18,60% aus. In der 
Sandfraktion konnte zu keinem Zeitpunkt Radioaktivität gefunden werden. 
 
Bei der in der Wasserfraktion gefundenen Radioaktivität handelte es sich vermutlich zu 
einem überwiegenden Teil nicht um frei vorliegendes DIF, sondern um an feste 
Bodenbestandteile adsorbierte Rückstände des Antibiotikums. Diese Vermutung wurde 
bestätigt, nachdem über 60% der Aktivität durch Zentrifugation von der Wasserphase 
abgetrennt werden konnte. Aufgrund der dunklen Färbung des Rückstands nach 
Zentrifugation kann vermutet werden, dass es sich bei diesen Teilen um Huminstoffe 
handelte. Es liegt nahe anzunehmen, dass diese Huminstoffe durch die Behandlung mit 
Ultraschall aus der Bodenmatrix herausgelöst wurden und in die Wasserphase übergingen. 
Die restliche nicht-extrahierbare Radioaktivität lag über den gesamten Verlauf der 
Inkubation in der Schluff- und besonders der Tonfraktion vor. Aufgrund ihrer Struktur sind 
Ton- und Schluffminerale in der Lage Xenobiotika zu adsorbieren oder einzuschließen [Tolls, 
2001]. Besonders FQ besitzen ein starkes Sorptionsverhalten gegenüber Tonmineralen 
[Nowara et al., 1997; Ötker & Akmehmet-Balcioglu, 2005]. Demnach konnten DIF und 
eventuell gebildete Metaboliten an den Ton und Schluff adsorbieren. Tonpartikel besitzen 
eine große Oberfläche an der sich verschiedene funktionelle Gruppen befinden. Über diese 
Gruppen kann es zu Interaktionen mit Fremdstoffen kommen, wie z.B. der Adsorption von 
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planaren anionischen Verbindung an die Oberfläche oder zwischen die Mineralschichten 
über Coulombsche Wechselwirkungen [Thiele-Bruhn et al., 2004]. Zum Sorptionspotential 
der reinen Minerale kommt noch das der Huminstoffe hinzu, die mit Tonpartikeln assoziiert 
sind und die Einschließung sowie Sorption von Xenobiotika fördern können [Xie et al., 1997]. 
Obwohl im Merzenhausener Boden der Masseanteil von Schluff ca. sechsfach höher war als 
der von Ton, wurden in der Tonfraktion größere Anteile an nicht-extrahierbarer Aktivität 
wiedergefunden. Dies lag zum einen an den bereits erwähnten Huminstoff-Ton-Komplexen 
und zum anderen an der größeren Oberfläche des Tons, die ein Vielfaches der Oberfläche von 
Schluff betragen kann [Christensen, 2001]. Der Einfluss der organischen Bodenbestandteile 
auf die Sorption von FQ im Boden wurde oben bereits geschildert. Bezüglich der 
Wechselwirkungen zwischen DIF und Ton gibt es bis jetzt keine Studien. Untersuchungen 
mit anderen FQ lassen jedoch darauf schließen, dass bei der Sorption an Tonminerale die 
Carboxylgruppe der FQ eine entscheidende Rolle spielte. So war der KD-Wert von 
Enrofloxacin 60 Mal niedriger, wenn das Antibiotikum decarboxyliert vorlag [Nowara et al., 
1997]. Man geht davon aus, dass die FQ an ein- und zweiwertige Kationen im 
Interlamellarraum adsorbiert vorliegt (Kationenbrücken). In Versuchen mit Montmorillonit, 
einem quellbaren Dreischicht-Silicat, führte die Sorption von Enrofloxacin zu einer 
Ausdehnung des Raumes zwischen der Tonmineralen [Nowara et al., 1997]. Demnach 
kommt es also nicht nur zu einer Anlagerung an die Tonoberfläche sondern auch in die 
Tonzwischenräume. Diese Annahmen wurden von Wu et al. [2010] bestätigt, die eine große 
und schnelle Sorption von Ciprofloacin an Montmorillonit beobachten konnten. Die schnelle 
Sorption an Tonminerale kann die in dieser Arbeit gezeigte schnelle Sequestrierung und 
Bildung von NER von DIF im Boden erklären. 
Da in der Sandfraktion keine Radioaktivität wiedergefunden wurde, kann davon 
ausgegangen werden, dass es zu keiner Sorption von DIF an Sandpartikel kam. Gründe 
hierfür liegen an der deutlich geringeren Anzahl von Ladungsträgern und funktionellen 
Gruppen, der geringeren Oberfläche im Vergleich zu Ton- und Schluffmineralen, sowie den 
fehlenden Komplexen mit Huminstoffen. Diese Ergebnisse finden Bestätigung in der 
Literatur, wo mit zunehmendem Sandanteil im Boden die Sorption von FQ abnahm [Uslu et 
al., 2008; Pouliquen & LeBris, 1996]. 
 
4.12 Vergleich SDZ & DIF 
Im folgenden Kapitel sollen kurz die Ergebnisse der Studien zum Schicksal der beiden 
Antibiotika SDZ und DIF  miteinander verglichen werden. 
 
Zu Beginn der Untersuchungen wurden Hydrokulturversuche durchgeführt, die Aufschluss 
über das potentielle Aufnahmevermögen von SDZ und DIF der eingesetzten Maispflanzen 
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geben sollten. Die aus dem Flüssigmedium aufgenommenen Anteile an Radioaktivität waren 
bei beiden Verbindungen gleich. Gleiches galt auch für die Verteilung der Aktivität innerhalb 
der Pflanzen. Der überwiegende Teil wurde in den Wurzeln wiedergefunden. Die von 14C-DIF 
stammende Aktivität wurde im Vergleich zum SDZ in etwas größeren Mengen in den Blättern 
wiedergefunden, was auf eine bessere Translokation von DIF hindeutete. So scheint es auch 
zu einer weniger starken Festlegung von DIF als SDZ zu kommen, da die extrahierbaren 
Anteile in den Ansätzen mit DIF höher ausfielen. 
 
Des Weiteren wurde der Einfluss der beiden Antibiotika auf die mikrobielle Aktivität 
untersucht. Für DIF wurde nur ein Effekt an Tag 0, d.h. direkt nach Applikation festgestellt. 
Dort wurde die mikrobielle Aktivität negativ beeinflusst und in den Proben mit DIF lag eine 
geringere Aktivität vor als in den Proben ohne DIF. Da SDZ im Gegensatz zu DIF nicht 
bakterizid sondern bakteriostatisch wirkt wurde erst 7 Tage nach Applikation mit der 
Messung der mikrobiellen Aktivität begonnen. Hier lag die Hemmung der Aktivität an jedem 
Probenahmetag um die 10% höher im Vergleich zur Kontrolle. Somit hatte SDZ einen 
deutlicheren und länger anhaltenden Einfluss auf die Mikroorganismen. Diese Ergebnisse 
ließen vermuten, dass SDZ im Boden besser verfügbar ist als DIF. Ein weiteres Anzeichen für 
diese Annahme lieferten die Daten der Mineralisation. Beide Antibiotika waren im Boden 
schlecht mineralisierbar. Die mineralisierten Anteile von 14C-SDZ betrugen nach 56 Tagen 
4,92%, wohingegen die von DIF mit 0,09% deutlich geringer ausfielen. Ob die geringere 
Abbaubarkeit von DIF auf eine schlechtere Bioverfügbarkeit zurückzuführen ist oder ob die 
Verbindung für Mikroorganismen generell schlechter abbaubar ist, konnte nicht geklärt 
werden. In jedem Fall lagen im Boden mehr leichter extrahierbare Anteile von SDZ als von 
DIF vor. Während in den Studien mit SDZ deutliche Anteile durch CaCl2 extrahiert werden 
konnten, waren sie für DIF nicht messbar, weshalb in der Aufarbeitung ganz auf diesen 
Extraktionsschritt verzichtet wurde. In der Literatur werden die durch CaCl2 extrahierbaren 
Anteile auch als potentiell bioverfügbare Fraktion bezeichnet. Bedient man sich dieser 
Definition, so besitzt SDZ eine höhere potentielle Bioverfügbarkeit als DIF, welches mehr 
oder weniger nicht als bioverfügbar anzusehen ist. 
Bei beiden untersuchten Tierarzneimitteln stellen die NER den Hauptpfad im Boden 
dar. Bei beiden kam es zu einer relativ schnellen Sequestrierung, die zu der Bildung einer 
Residualfraktion führte. Bei dieser Fraktion handelte es sich vermutlich um schwach im 
Boden gebundene bzw. adsorbierte Rückstände, die durch stärkere Extraktionsmethoden wie 
MW und ASE extrahiert werden konnten. Im Falle des SDZ spielt vermutlich die 
Anilingruppe eine bedeutende Rolle für die Wechselwirkungen mit der Bodenmatrix, 
während es beim DIF die Carboxylgruppe ist. Die Sequestrierung von DIF erfolgte wesentlich 
schneller als die von SDZ, was auf eine noch größere Affinität zur Bodenmatrix hindeutet. 
Diese größere Affinität war vermutlich auch einer der Gründe für die geringere potentielle 
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Bioverfügbarkeit von DIF im Vergleich zu SDZ, was sich auch in der Aufnahme in 
Maispflanzen widerspiegelte. Während die Aufnahme aus Flüssigmedium bei beiden 
Verbindungen noch gleich war, kam es aus Boden zu einer deutlich geringeren Aufnahme von 
DIF. Mit Werten unter 1% war die Aufnahme für beide Antibiotika jedoch sehr gering.  
Für SDZ konnte mit 4-OH-SDZ ein im Boden gebildeter Metabolit identifiziert werden. Der 
überwiegende Teil lag jedoch als Ausgangssubstanz vor. Von DIF konnten keine Metaboliten 
im Boden identifiziert werden, sondern nur das unveränderte Antibiotikum. Demnach ist 
DIF im Boden schlechter abbaubar, was ebenfalls entweder durch eine schlechtere 
Bioverfügbarkeit oder durch eine schlechtere Abbaubarkeit durch Mikroorganismen 
und/oder chemische Reaktionen zu erklären wäre. 
Hinsichtlich der Verteilung der NER von DIF und SDZ auf die Huminstofffraktionen 
werden hier nur die durch starke Extraktionsmethoden (MW & ASE) erhaltenen Fraktionen 
verglichen. Es kann festgestellt werden, dass von SDZ gebildete NER überwiegend in der 
Fraktion der Humine & Minerale vorlagen, während die von DIF gebildete nicht-
extrahierbare Aktivität hauptsächlich in den Fulvinsäuren wiedergefunden werden konnte. 
Anhand dieser Ergebnisse kann vermutet werden, dass SDZ eine größere Affinität zu der 
mineralischen und nicht-löslichen Huminfraktion besitzt. DIF hingegen scheint eine stärkere 
Affinität zu der löslichen organischen Fraktion, insbesondere den FA, aufzuweisen. 
Eine nähere Untersuchung der FA durch Größenausschlusschromatographie ergab 
für beide Antibiotika vergleichbare Resultate. So eluierten die 14C-Anteile in zwei Fraktionen, 
wobei bei der Fraktion mit kleinerem Molekulargewicht davon ausgegangen wurde, dass in 
ihr die unveränderte Ausgangssubstanz bzw. deren Metaboliten vorlag. Für SDZ konnte diese 
Vermutung durch Untersuchungen mittels LC-MS/MS bestätigt werden. Aufgrund der 
geringen Aktivität lagen in den aufgereinigten FA der DIF-Ansätze zu geringe 
Konzentrationen vor, die eine weitere Analytik nicht ermöglichten. 
Abschließend kann gesagt werden, dass das Schicksal von DIF und SDZ ähnlich ist, was 
die Bildung von NER, Mineralisation und Aufnahme in Pflanzen angeht. Bei der Bildung von 
Metaboliten und der Verteilung der NER auf die Huminstofffraktionen konnten hingegen 
deutlichere Unterschiede festgestellt werden. 
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5 Zusammenfassung 
Ziel dieser Arbeit war es, durch die Anwendung von umweltchemischen und –analytischen 
Methoden (Radio-DC, Radio-HPLC, GC-MS & -FID, LC-MS/MS) das Schicksal von zwei 
Veterinärpharmaka im Boden zu untersuchen. Im Fokus sollten hierbei der Einfluss von 
Maispflanzen und ein eventuell auftretender Rhizosphäreneffekt auf das Verhalten der 
Verbindungen stehen. Als Testsubstanzen wurden mit Sulfadiazin (SDZ) und Difloxacin 
(DIF) jeweils ein Vertreter aus den Antibiotikagruppen der Sulfonamide und 
Fluoroquinolone eingesetzt. In der Tierhaltung werden sie zur Behandlung von Krankheiten 
eingesetzt; sie werden überwiegend unverändert von den Tieren wieder ausgeschieden. Über 
Gülle oder Mist, die zum Zweck der Düngung ausgebracht werden, können die Rückstände 
auf landwirtschaftlich genutzte Flächen gelangen. Als Folge kann es zu einer Entwicklung 
und Ausbreitung von Resistenzen im Boden kommen, oder zu einem Transport in 
Oberflächengewässer und Grundwasser. Ein anderer Aspekt ist die Aufnahme in Pflanzen, 
die auch als Nahrung für Menschen und Tiere dienen. Bei dem hier verwendeten Boden 
handelte es sich um einen tonigen Schluff. 
Um das potentielle Aufnahmeverhalten der in dieser Arbeit untersuchten Antibiotika 
in Mais zu untersuchen wurden Hydrokulturen verwendet. Die eingesetzten Konzentrationen 
von 168,5 mg/L SDZ und 305,4 mg/L DIF haben zu keiner Beeinträchtigung des 
Pflanzenwachstums geführt. Von den Pflanzen wurden mit jeweils fast 30% in 21 Tagen 
gleiche Anteile von SDZ und DIF aus dem Flüssigmedium aufgenommen. Der überwiegende 
Teil lag in oder an den Wurzeln der Pflanzen vor und nur geringe Anteile wurden in Stängeln 
und Blättern wiedergefunden. Die Extrahierbarkeit der Radioaktivität nahm von den 
Wurzeln bis hin zu den Blättern zu, wobei sie in allen Pflanzenteilen für DIF größer als für 
SDZ war. Anhand dieser Versuche lässt sich grundsätzlich sagen, dass DIF und SDZ von 
Maispflanzen aufgenommen werden können. Diese Aussage kann jedoch nur für die 
Aufnahme aus Flüssigmedium getroffen werden. Eine Aufnahme aus Boden wird im 
Allgemeinen durch die Bodenmatrix und die zwischen ihr und den Verbindungen 
auftretenden Wechselwirkungen erschwert. Dies zeigte sich in den darauf folgend 
durchgeführten Studien mit Boden, in denen sehr geringe Anteile in die Pflanzen 
aufgenommen wurden. Nach 56 Tagen konnten in den Maispflanzen unter 1% der 
applizierten Aktivitäten von SDZ und unter 0,5% von DIF wiedergefunden werden, was 8,99 
µg für SDZ und 0,17 µg für DIF entspricht. Der überwiegende Teil befand sich, wie in den 
Hydrokulturansätzen, in den Wurzeln, sodass es nur zu einer geringen Translokation kam. 
Demnach ist die Verfügbarkeit für Mais aus dem hier eingesetzten Boden für beide 
Antibiotika als sehr gering einzustufen. 
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Um den Einfluss von DIF und SDZ auf die Mikroorganismen zu untersuchen wurde 
ein DMSO-Reduktasetest verwendet, mit dem die mikrobielle Aktivität bestimmt wird. Über 
den Versuchszeitraum von 56 Tagen wurde die mikrobielle Aktivität durch das 
bakteriostatisch wirkende SDZ bei 10 mg pro kg Boden um ca. 10% reduziert. Im Fall des 
bakterizid wirkenden DIF konnte nur am ersten Tag eine etwas verminderte mikrobielle 
Aktivität festgestellt werden. Für beide Verbindungen kann gesagt werden, dass - wenn 
überhaupt – nur ein geringer Effekt auf die mikrobielle Aktivität festgestellt werden konnte. 
Da es sich bei beiden Substanzen um antimikrobiell wirkende Verbindungen handelt, deuten 
die geringen Einflüsse auf eine begrenzte Bioverfügbarkeit für die Mikroorganismen hin. 
Eine erhöhte mikrobielle Aktivität konnte im wurzelnahen Boden der DIF Ansätze gemessen 
werden. Hier scheinen die Wurzeln durch ihre Exsudate das mikrobielle Wachstum zu 
fördern. 
Ein vollständiger Abbau im Boden zu CO2 erfolgte für beide Antibiotika in nur 
geringen Mengen. Die mineralisierten Anteile von SDZ betrugen nach 56 Tagen 4,92%. Wie 
die Aufnahme in die Pflanzen und dem Einfluss auf die mikrobielle Aktivität, so fielen auch 
die mineralisierten Anteile des DIF geringer aus als die von SDZ. Hier lagen die als 14CO2 
gemessenen Anteile nach 56 Tagen unter 0,10% mit und ohne Applikation von Gülle. Nach 
120 Tagen betrug der mineralisierte Anteil von DIF ohne Gülle 0,13%. Eine geringe 
Mineralisation kann zum einen in einer generell schlechten Abbaubarkeit der Verbindung 
begründet liegen oder zum anderen in der schlechten Verfügbarkeit für die abbaufähigen 
Mikroorganismen im Boden. 
Für beide untersuchten Antibiotika stellten die nicht-extrahierbaren Rückstände den 
Hauptpfad im Boden dar. SDZ wurde in einer sequentiellen Extraktion nacheinander mit 
CaCl2 und Mikrowelle (ACN:H2O, 1:4 v/v) extrahiert. Parallel wurde zusätzlich eine 
Soxhletextraktion durchgeführt. Für DIF wurde nur eine ASE (accelerated solvent 
extraction) (Ethylacetat:MeOH:H2O:NH3,63:25:9:3 v/v/v/) angewendet. Weder für SDZ 
noch für DIF konnten Unterschiede in der Extrahierbarkeit der Verbindungen aus 
wurzelfreiem und wurzelnahem Boden festgestellt werden. Gleiches galt für den Einfluss von 
Gülle, der zusätzlich für DIF untersucht wurde. Während zu Beginn der Inkubation mit über 
70% deutliche Anteile der applizierten Aktivität von SDZ durch CaCl2 leicht extrahierbar 
waren nahmen diese Anteile mit der Zeit ab und betrugen nach 56 Tagen noch ca. 4%. Im 
Fall von DIF wurde auf die Extraktion mit CaCl2 verzichtet, da Vorversuche gezeigt hatten, 
dass so keine Anteile extrahiert werden konnten. Da man bei der durch CaCl2 extrahierbaren 
Fraktion häufig von der potentiell bioverfügbaren spricht, besitzt DIF eine äußerst geringe 
potentielle Bioverfügbarkeit, während die von SDZ mit der Zeit deutlich abnimmt und nach 
56 Tagen relativ gering ist. Diese Ergebnisse werden durch die geringe Mineralisation und 
den geringen Effekt auf die mikrobielle Aktivität bestätigt. 
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Bei beiden Verbindungen kam es durch eine schnell ablaufende Sequestrierung zu der 
Bildung einer Residualfraktion, die nur durch stärkere Extraktionsmethoden erschlossen 
werden konnte. Bei den Untersuchungen mit SDZ erfolgte dies durch eine Soxhletextraktion 
und als eine noch stärkere Methode durch mikrowellenunterstützte Extraktion. Dies 
zeichnete sich auch in den extrahierbaren Anteilen ab, die bei der Mikrowellenextraktion 
größer ausfielen. Bei beiden Methoden nahmen die extrahierbaren Anteile zu Beginn der 
Inkubation zu, um mit dem weiteren Verlauf schließlich abzunehmen. Diese Ergebnisse 
deuteten darauf hin, dass es zunächst zu einer Verlagerung in die Residualfraktion kam und 
mit weiterer Kontaktzeit eine stärkere Festlegung erfolgte. Nach 56 Tagen lagen die durch 
Soxhlet und MW extrahierbaren Anteile bei ca. 13% und 37%. Für DIF konnte eine etwas 
andere Kinetik beschrieben werden. Hier betrugen die NER unmittelbar nach der 
Applikation bereits über 50% und stiegen schnell auf ca. 70%, die fortan konstant gehalten 
wurden. 
Als Metaboliten konnte von SDZ nur 4-OH-SDZ identifiziert werden, welches 
demnach im Boden gebildet wurde und dessen Anteile im Verlauf der Versuche anstiegen 
und nach 56 Tagen um die 20% der identifizierbaren Aktivität ausmachten. In den Studien 
mit DIF konnten keine Abbauprodukte identifiziert werden. Hier lag nur die unveränderte 
Ausgangssubstanz in den Extrakten vor. 
Um die nicht-extrahierbaren Rückstände genauer zu untersuchen wurde eine 
Huminstofffraktionierung durchgeführt. Hierdurch konnte die Verteilung auf die löslichen 
Humin- und Fulvinsäuren (HA & FA) sowie die Fraktion der nicht löslichen Humine & 
Minerale aufgeschlüsselt werden. Die nach Soxhletextraktion im Boden verbliebenen NER 
von SDZ verteilten sich nach 56 Tagen mit jeweils ca. 30% auf die Fraktionen der FA und HA. 
Ein geringerer Anteil konnte mit ca. 20% in der Fraktion der Humine & Minerale 
wiedergefunden werden. Nach der durchgeführten Mikrowellenextraktion lag eine andere 
Verteilung vor. Hier lag nach 56 Tagen der überwiegende Anteil mit 21% in den nicht 
löslichen Huminen & Mineralen vor, was dem Wert nach der Soxhletextraktion entspricht. 
Deutlich geringer fielen die Anteile in den FA und HA aus, wo sie nach 56 Tagen nur noch ca. 
10% bzw. 6% betrugen. Dies bedeutet, dass HA und FA das Reservoir der Residualfraktion 
darstellen, aus dem durch die Mikrowelle extrahiert werden konnte. Innerhalb der NER von 
DIF konnte mit ca. 40% der überwiegende Teil in den FA wiedergefunden werden. Ca. 20% 
lagen in den HA und ca. 9% in der Fraktion der Humine & Minerale vor. Auch hier konnten 
keine deutlichen Unterschiede zwischen den Proben aus wurzelnahem und wurzelfreien 
Boden, sowie mit und ohne Gülleapplikation festgestellt werden. 
Zusätzlich wurden die durch ASE extrahierten Böden der Studien mit DIF und Gülle 
einer Partikelfraktionierung unterzogen, wodurch die Verteilung der NER auf die Sand-, Ton- 
und Schlufffraktionen untersucht werden sollte. Nach 56 Tagen lagen mit ca. 37% und 17% 
der überwiegende Teil der nicht-extrahierbaren Aktivität in der Ton- bzw. Schlufffraktion 
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vor. Im Sand konnte zu keinen Zeitpunkt Radioaktivität wiedergefunden werden. Dafür lagen 
in der Wasserfraktion, mit der die Sandfraktion durch nasses Sieben vom Rest des Bodens 
abgetrennt wurde, größere Mengen Radioaktivität vor. Nach 56 Tagen betrugen sie 19%. 
Aufgrund der bräunlichen Färbung des Wassers konnte davon ausgegangen werden, dass 
diese Aktivität an Huminstoffe gebunden vorlag, die durch die Behandlung mit Ultraschall 
aus dem Boden entfernt wurden. Anhand dieser Ergebnisse besitzt DIF eine große Affinität 
zu den im Boden befindlichen Tonmineralen und den mit ihnen assoziierten Huminstoffen. 
Aufgrund der relativ großen Wiederfindung von 14C innerhalb der Fulvinsäuren wurden diese 
nach Aufreinigung mittels Größenausschlusschromatographie näher untersucht. Die hierbei 
erhaltenen Chromatogramme zeigten das gleiche Muster von einer größeren, früher und 
breiter eluierenden Fraktion und einer kleineren und später eluierenden Fraktion, die ein 
deutlich schärferes Signal lieferte. Aufgrund der Form der Signale und Untersuchungen mit 
unbehandelten FA und den Antibiotika wurde die Vermutung aufgestellt, dass es sich bei der 
Fraktion mit geringerem Molekulargewicht um teilweise freies Antibiotikum bzw. dessen 
Metaboliten handelte. Aufgrund der geringen Aktivität innerhalb der Fraktionen der aus DIF 
behandelten Böden gewonnenen FA war es nicht möglich, diese über eine 
Größenausschlusschromatographie hinaus zu untersuchen. Anders war dies für die Proben 
der Studie mit SDZ. Die beiden Größenfraktionen wurden getrennt gesammelt und nach 
Aufarbeitung durch LC-MS/MS untersucht. Hierdurch konnte die zuvor aufgestellte 
Vermutung bestätigt werden. An den ersten Inkubationstagen lag fast ausschließlich freies 
SDZ und 4-OH-SDZ in der kleineren Fraktion vor. Mit der Zeit nahmen diese Anteile ab, was 
darauf deutet, dass es zu einer festeren Bindung bzw. einem Einschluss in die Fulvinsäuren 
kam. 
 
Summary 
 
The aim of this study was the investigation of the fate of two veterinary pharmaceuticals in 
soil using environmental chemical and analytical methods (Radio-TLC, Radio-HPLC, GC-MS 
& -FID, LC-MS/MS). Partial focus was laid on the influence of corn plants and a potential 
effect of the rhizosphere. The chemicals used in these studies were sulfadiazine (SDZ) and 
difloxacin (DIF) representing two groups of antibiotics, sulfonamides and fluoroqinolones. 
They are used widely in animal husbandry and are excreted by animals mostly unaltered. Via 
manure used as fertilizer in agricultural practice on farmland those pharmaceutical residues 
reach the environment. This may lead to a development and/or spread of bacterial 
resistances or transport to surface or ground water. Another critical aspect is the take up by 
plants serving humans and animals as food sources. The soil used in this study was a silt 
loam. 
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Using hydroponics the potential uptake of the two antibiotics by corn plants was investigated. 
With 168.5 mg L-1 of SDZ and 305.3 mg L-1 of DIF no effect on the growth of the plants could 
be observed. After 21 days, nearly 30% of the applied radioactivity was recovered in the 
plants with no differences regarding the applied compound. Major portions were found in the 
roots and only minor portions in stipes and leaves. Within the plants, extractable amounts of 
radioactivity increased from roots to leaves. Extractable radioactivity derived from DIF was 
higher than that derived from SDZ. These results indicate a general capability of corn for an 
uptake of DIF and SDZ. However, these findings cannot be transferred to plant soils systems 
where uptake is impeded by interactions between the soil matrix and the compounds. This 
was confirmed by studies with corn-soil systems. After 56 days of incubation less than 1% 
(8.99 µg) of the applied radioactivity was present in the plants in the studies with SDZ and 
less than 0.5% (0.17 µg) in the studies with DIF. As observed in the hydroponic studies, the 
majority of activity was recovered within the roots and only small amounts were translocated 
in the plants. Therefore, the availability of DIF and SDZ for corn plants from the soil used is 
regarded as low. 
 
As most soil microorganisms are able to reduce DMSO to DMS, a DMSO reductase assay was 
used to investigate the effect of the two antibiotics on soil microbial activity. With 10 mg kg-1 
SDZ reduced the microbial activity by approximately 10% during the period of incubation. 
Difloxacin applied at concentrations of 0.1 and 0.9 mg kg-1 had no measurable effect on the 
microbial activity excepting the first day after application. Accordingly, both substances 
exhibited only a minor effect on soil microbial activity, if any. Given that both 
pharmaceuticals are antimicrobial active compounds, these results point to a low 
bioavailability for soil bacteria. Compared to the soil which was free of any roots, the 
microbial activity was increased in the soil close to the roots of the studies with DIF. In this 
area the roots seem to enhance microbial growth. 
 
Total degradation to CO2 was low for both antibiotics. Mineralized amounts of SDZ rose to 
4.92% after 56 days. As well as the lower plant uptake and minor effects on microbial activity 
of DIF, its mineralized portions were also lower than those of SDZ. After 56 days of 
incubation less than 0.10% of the applied radioactivity was degraded to 14CO2 in both studies 
with and without amendment of manure. Even after 120 days only 0.13% was mineralized 
without manure amendment. Reasons for a low mineralization in soil can be a low 
degradability of the compounds in general or a poor accessibility for the microorganisms 
capable for their degradation. 
Non-extractable residues (NER) represented the main path of both antibiotics in soil. SDZ 
was sequentially extracted with CaCl2 followed by a microwave (ACN:H2O, 1:4 v/v) assisted 
extraction. Additionally soil samples were treated by Soxhlet extraction (CAN:H2O, 1:4 v/v) 
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instead of microwave extraction. The extraction of DIF was performed by accelerated solvent 
extraction (ASE) only. No differences in the extractability of SDZ and DIF from both soil 
fractions (soil free of roots or close to roots) and amendment of manure in the study with DIF 
could be observed. Thus, it is assumed that the roots had no measurable effects on the 
extractability of SDZ and DIF. 
Easily extractable (CaCl2) portions of radioactivity derived from SDZ decreased over 
the period of incubation from 70% to around 4% after 56 days. Because during pretests no 
extractable amounts of 14C-DIF were found in the CaCl2 extracts, this method was not 
executed for the main tests. Portions extractable by CaCl2 are often referred to as potentially 
bio-accessible. Therefore DIF exhibits a very low potential bio-accessibility, whereas SDZ’s 
accessibility is decreasing with time. These findings are confirmed by low mineralization 
rates and little effects on microbial activity. 
 
Both pharmaceuticals were sequestered fast in soil forming a residual fraction which could be 
only extracted by harsh extraction methods. For SDZ these methods were soxhlet extraction 
and microwave assisted extraction as an exhaustive method. Thus extractable portions were 
higher using microwave extraction than Soxhlet extraction. After an initial increase, 
extractable portions decreased to 13% and 37% for soxhlet and microwave extraction, 
respectively. These findings indicate that initially SDZ residues were relocated from the easily 
extractable to the residual fraction. With increasing contact time those residues became less 
extractable probably due to stronger bindings or entrapment into the soil matrix. These 
kinetics could not be reported for DIF. NER derived from DIF amounted to more than 50% 
immediately after application and increased rapidly to around 70% and remained at this level 
until the end of incubation. 
 
Metabolites could only be found in the extracts from soil incubated with SDZ. In these 
extracts 4-OH-SDZ was identified with increasing amounts in the course of the experiments 
and amounted to 20% after 56 days. In the extracts of the studies with DIF, only DIF itself 
could be identified. Therefore DIF seems to be hardly metabolized in soil. 
 
For further investigations of the NER a humic fractionation was performed with the extracted 
soils. Using this method, the distribution of 14C derived from 14C-SDZ and 14C-DIF among the 
soluble fractions of fulvic acids (FA) and humic acids (HA) and insoluble fraction of humin 
and minerals could be studied. In soils incubated with SDZ and extracted by soxhlet 
extraction 30% of the applied radioactivity were present in FA and HA fractions after 56 days. 
Minor portions (20%) were detected in the fraction of humin and minerals. A different 
distribution of 14C was observed in soils extracted by microwave. With 21% of the applied 
radioactivity the majority was found in the insoluble fraction of humin and minerals after 56 
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days of incubation. Only 10% and 6% of applied radioactivity were present in FA and HA 
respectively. Thus, fractions of FA and HA are considered as a reservoir of the residual 
fractions which was accessible by microwave extraction. Within the NER of soil incubated 
with DIF, the majority of recovered radioactivity, 40%, was present in the fraction of FA. 20% 
were found in HAs and only 9% in the fraction of humin and minerals. An influence of the 
corn plants and their roots on the distribution among the humic fractions could not be 
observed. 
 
Additionally to the humic fractionation a particle size fractionation was performed with soils 
incubated with DIF and manure after ASE. Hereby, the distribution of non-extractable 14C 
residues among sand, silt and clay fractions was investigated. After 56 days of incubation 
around 37% and 17% were associated with the clay and silt fraction, respectively. No 
radioactivity was associated with the sand fraction at any time of the experiments. Large 
amounts of radioactivity, 19% after 56 days, were present in the water fraction originating 
from the wet sieving, which separated the sand fraction from the other fractions. According 
to the brownish color of the water, it is assumed that the radioactivity in the water has its 
source in 14C associated with humic substances released from the soil during sonication. 
According to these results, DIF exhibits a strong affinity to clay minerals present in soil and 
humic substances associated with this soil component. 
 
Due to a relative high recovery of 14C within the FA this fraction was subject to size exclusion 
chromatography (SEC-HPLC). All chromatograms obtained by SEC-HPLC exhibited the 
same pattern: one broad peak with lower retention time, representing molecules with a 
higher mass, and one narrow peak with a later retention time, representing molecules of 
lower masses. According to its shape and additional experiments with untreated FA spiked 
with SDZ and DIF, it was assumed that the smaller fraction consisted of free antibiotics or 
metabolites. Unfortunately, it was not possible to investigate the FA derived from soil treated 
with DIF. Whereas the two fractions of SEC from soils treated with SDZ could be isolated, 
processed and subjected to LC-MS/MS analysis. These analyses confirmed the hypothesis of 
free antibiotic present inside the fulvic acid fraction. After the first days of incubation almost 
total 14C associated with the small FA fraction was identified as SDZ and 4-OH-SDZ. In the 
course of the experiments these portions decreased, indicating a stronger sorption, binding 
or entrapment to or into the fulvic acids. 
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Abkürzungsverzeichnis 
Abb.    Abbildung 
ACN    Acetonitril 
Al    Auswaschungshorizont 
Ap    Pflughorizont 
ASE    accelerated solvent extraction, beschleunigte  
Lösemittelextraktion 
BCF    bio concentration factor 
Bt    Unterboden mit Ton angereichert 
Corg    organischen Kohlenstoﬀ 
DAD     Diodenarraydetektor 
DC    Dünnschichtchromatographie 
DFG     Deutsche Forschungsgemeinschaft 
DIF    Difloxacin 
DMS    Dimethylsulﬁd 
DMSO    Dimethylsulfoxid 
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
dpm     desintegrations per minute, Zahl der registrierten  
Zerfallsereignisse pro Minute 
EMEA    European Agency for the Evaluation of Medical Products 
EtOH    Ethanol 
F    wurzelfreier Boden 
FA    Fulvinsäuren 
FEDESA   European Federation of Animal Health 
FID    Flammenionisationsdetektor 
FQ    Fluoroquinolon 
fsL    feinsandiger Lehm 
HA    Huminsäuren 
HPLC     high performance liquid chromatography,  
Hochleistungsﬂüssigkeitschromatographie 
IUPAC    International Union of Pure and Applied Chemistry 
KAK    Kationenaustauschkapazität 
LCF    leaf concentration factor 
log Kow    Octanol Wasser Verteilungskoeﬃzient 
LV    Leerverbrennung 
M    molar (mol/l) 
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m/z    Masse-zu-Ladung-Verhältnis 
MBq    Mega-Becquerel 
MeOH    Methanol 
min.    Minuten 
MRM    multiple reaction monitoring 
MS    Massenspektroskopie 
m. ü. N.N.   Meter über Normalnull 
MW    Mikrowelle 
NER     nicht-extrahierbare Rückstände 
NMR    nuclear magnetic resonance, Kernresonanzspektroskopie 
pKa    Säurekonstante 
RCF    root concentration factor 
Rf    Retentionsfaktor 
RNA    Ribonukleinsäure 
rpm    rounds per minute, Umdrehungen pro Minute 
Rt    Retentionszeit 
SARA    Sarafloxacin 
SCF    stem concentration factor 
SDZ    Sulfadiazin 
SEC    Größenausschlusschromatographie 
SIM    single ion monitoring 
SOM    soil organic matter, organische Bodensubstanz 
ST    Standard 
STV    Standardverbrennung 
Tab.     Tabelle 
TOC    gesamte organische Substanz 
TS    Trockensubstanz 
uL    schluffiger Lehm 
UV    Ultraviolett 
v/v    Konzentrationsangabe in Volumeneinheiten pro Volumen 
W    wurzelnaher Boden 
WHK    Wasserhaltekapazität 
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Anhang 
 
Abbildung A.1: Beispiel eines mittels BioImager gescannten Radiofilms, der mit zwei DC-
Platten entwickelt wurde. Auf beiden DC-Platten befanden sich gleiche ASE-Extrakte der 
Versuche mit DIF. 
 
